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POVZETEK 
Lamelarni tekoči kristali zaradi svoje strukture in lastnosti predstavljajo fiziološko sprejemljiv 
dostavni sistem za dermalno uporabo, v katerega lahko vgradimo lipofilne, hidrofilne ali 
amfifilne spojine. Askorbilpalmitat je znan antioksidant, ki se pogosto uporablja v farmaciji in 
kozmetiki. Je zelo občutljiva in nestabilna amfifilna snov, katere razpad povzročijo številni 
dejavniki, kot so svetloba, kisik, vlaga ali neustrezna sestava formulacije. V prvem delu 
magistrske naloge smo ovrednotili stabilnost askorbilpalmitata, vgrajenega v osem sistemov 
tekočih kristalov (TK 1-TK 8), s konstantnim razmerjem lipofilnih in površinsko aktivnih snovi 
ob naraščajočem deležu vode kot hidrofilne faze. Preden smo vzorce tekočih kristalov z 
vgrajenim askorbilpalmitatom izpostavili staranju, smo nadgradili že obstoječo HPLC metodo 
za analizo askorbilpalmitata. HPLC metodo smo ustrezno optimizirali in validirali, in sicer z 
vidika selektivnosti, ponovljivosti, točnosti, linearnosti in stabilnosti. Nadalje smo v okviru 56-
dnevne pospešene stabilnostne študije ugotovili, da stabilnost askorbilpalmitata z večanjem 
deleža vode v sistemih tekočih kristalov pada. Sistemi tekočih kristalov z manjšim deležem 
vode so bili stabilnejši (TK 1-TK 5) glede na sisteme z večjim deležem vode (TK 6-TK 8). Po 
28 dneh shranjevanja pri 40 °C in 75 % relativni vlažnosti je bil askorbilpalmitat najbolj 
stabilen, ko je bil vgrajen v TK 1 (20 % (m/m) vode v sestavi), najmanj pa v sistemu TK 8 (55 
% (m/m) vode v sestavi). Na podlagi izračunanih konstant reakcijske hitrosti in R2 smo 
ugotovili, da kinetika kemijskih reakcij razgradnje askorbilpalmitata sledi 1. redu. Iz vrednosti 
konstant reakcijske hitrosti je bila razvidna padajoča stabilnost od TK 1 (0,023 d-1) proti TK 8 
(0,043 d-1), saj se je z večanjem deleža vode konstanta večala. 
V drugem sklopu naloge smo vrednotili in vitro sproščanje askorbilpalmitata iz izbranih 
sistemov tekočih kristalov skozi umetno membrano s pomočjo Franz-ovih difuzijskih celic. 
Predpostavili smo, da bo sproščanje odvisno od notranje strukture in viskoznosti sistemov, kar 
se spreminja glede na delež vode. Hitrejše sproščanje in v večjem obsegu smo tako potrdili za 
sisteme TK 1-TK 4, ki imajo manjši delež proste vode v interlamelarnem prostoru in tako 
manjše razdalje med lamelami, v primerjavi s TK 5-TK 8, kjer se zaradi naraščajočega deleža 
vode razdalje med lamelami večajo ob sočasni prisotnosti micelov.  
Zaključili smo, da lahko tekoče kristale uporabljamo kot dostavne sisteme za podaljšano 
sproščanje in da le-ti predstavljajo obetaven dostavni sistem za dermalno aplikacijo 
askorbilpalmitata.  
Ključne besede: askorbilpalmitat, lamelarni tekoči kristali, stabilnost, sproščanje, HPLC 
metoda 
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ABSTRACT 
Lamellar liquid crystals have been due to their unique structure and properties used as dermal 
delivery system for lipophilic, hydrophilic or amphiphilic compounds. Ascorbyl palmitate is a 
well-known antioxidant that is widely used in pharmacy and cosmetics. It is considered as a 
very unstable amphiphilic compound, which degrades under the influence of light, oxygen, 
temperature, humidity as well as in suboptimal formulations. In the first part of the thesis we 
evaluated the stability of ascorbyl palmitate incorporated in eight different systems of liquid 
crystals (TK 1-TK 8), with a constant ratio of lipophilic compounds and surfactants and with 
increasing water content as hydrophilic compound. Before the stability study the present HPLC 
method for ascorbyl palmitate determination was upgraded. Namely, the method was optimized 
and validated by evaluating the selectivity, repeatability, accuracy, linearity and stability. 
Further, as a part of the 56-day study we showed that the stability of ascorbyl palmitate was 
decreasing with increased water content in liquid crystals. Stability of ascorbyl palmitate was 
better in liquid crystals with lower water content (TK 1-TK 5) compared to liquid crystals with 
higher water content (TK 6-TK 8). After 28 days of storage at 40 °C and 75 % relative humidity 
TK 1 (20 % (w/w) of water content) was the most stable system and TK 8 (55 % (w/w) of water 
content) was considered to be the least stable system. Based on calculated reaction rate 
constants and R2 we determined that kinetics of chemical reactions of ascorbyl palmitate 
follows 1. order. Values of the reaction rate constants showed a decreasing stability from TK 1 
(0,023 d-1) to TK 8 (0,043 d-1) as the constant increased with increasing water content. 
In the second part of the thesis we evaluated in vitro release of ascorbyl palmitate from eight 
systems of liquid crystals. The study was performed on an artificial membrane using Franz 
diffusion cells. We assumed that the release would depend on the internal structure and 
viscosity of the systems, which varies with the proportion of water. Therefore, a faster release 
and to a greater extent was confirmed for systems TK 1-TK 4, which contained smaller amounts 
of free water in the interlamellar spacing and thus shorter distances between lamellaes, 
compared to systems TK 5-TK 8, where due to increasing water content the distances between 
lamellaes are increasing in the presence of micelles. 
We concluded that liquid crystals can be used as delivery system for sustained release and that 
they show a great potential as dermal delivery system. 
Keywords: ascorbyl palmitate, lamellar liquid crystals, stability, release, HPLC method 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN acetonitril 
AP askorbilpalmitat 
AUC površina pod krivuljo (ang. Area under the curve) 
BCS biofarmacevtski klasifikacijski sistem (ang. Biopharmaceutics Classification 
System) 
BHT butil hidroksitoluen 
CPP kritični ureditveni parameter (ang. Critical Packing Parameter) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
FDA Ameriška agencija za hrano in živila (ang. Food and Drug Administration) 
GRAS splošno prepoznano kot varno (ang. Generally recognized as safe) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-performance liquid 
chromatography) 
ICH Mednarodna konferenca o harmonizaciji (ang. International Conference on 
Harmonization) 
IPM izopropilmiristat 
ME mikroemulzija 
NE nanoemulzija 
NLC nanostrukturirani lipidni nosilec 
PAMPA  ang. parallel artificial membrane permeation assay 
PAS površinsko aktivna snov 
RM receptorski medij 
RSD relativni standardni odklon 
RV relativna vlažnost 
SLN trdni lipidni nanodelci (ang. Solid lipid nanoparticles) 
SMES samoemulgirajoči sistem 
SZO Svetovna zdravstvena organizacija 
TK tekoči kristali 
UVA ultravijolično sevanje tipa A 
VEGF vaskularni endotelijski rastni faktor (ang. Vascular endothelial growth factor) 
 
 
 
1 
 
1 UVOD 
1.1 Tekoči kristali 
1.1.1 Definicija 
Tekoči kristali (TK) so samoemulgirajoči sistemi, ki imajo lastnosti tekočin (tok) in lastnosti 
kristalne trdne snovi (anizotropnost, urejenost molekul, mehanska stabilnost) (1). Oblikujejo 
jih anizotropne organske molekule, ki se imenujejo mezogeni, le-te so ali v obliki palice ali 
diska (manj pogosto). Zanje je značilna dvolomnost, odziv na magnetno in električno polje, 
optična aktivnost v zviti nematski fazi ter odzivnost na temperaturo, ki se kaže v spremembi 
barve (2).   
1.1.2 Razdelitev 
Glede na nastanek poznamo dve vrsti TK; liotropne in termotropne. Liotropne TK pripravimo 
s segrevanjem anizotropne substance v prisotnosti topila, medtem ko termotropne pripravimo s 
segrevanjem anizotropne substance (ni potrebna prisotnost topila) ali ohlajanjem izotropne 
taline (3). Liotropne TK delimo na lamelarne, heksagonalne in kubične faze, sestavljajo pa jih 
molekule v obliki palice (v primeru kubičnih in heksagonalnih faz so le-te organizirane v 
micele) (3), medtem ko termotropne TK lahko glede na urejenost molekul razdelimo na 
nematske, holesterne, smektične in kolumnarne faze (slika 1) (2). 
Molekule v nematski fazi so urejene vzdolž osi v določeni smeri, ki variira glede na medij, se 
prosto gibljejo, lahko rotirajo okrog svojih osi in imajo obliko elipse (4). Pri holesterni fazi so 
plasti nematske, določeni sloji pa spominjajo na smektično fazo, molekule so razporejene v 
tankih plasteh, znotraj vsake plasti pa so molekule vzporedne (3). Molekule v smektični fazi 
imajo vzporedne osi, ki so pravokotne na ravnino slojev, plasti pa se prosto gibljejo in 
prekrivajo med seboj (4). Smektično fazo delimo na smektično fazo A, kjer so molekule 
pravokotne na plasti, smektično fazo B, za katero je značilen heksagonalni kristalinični red 
znotraj plasti in smektično fazo C, kjer preferenčna molekularna os ni pravokotna na plasti tako, 
da ima faza dvoosno simetrijo. Molekule v kolumnarni fazi se združujejo v cilindrične 
strukture, pri čemer lebdijo vzporedno druga ob drugi (2). 
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Slika 1: Razdelitev termotropnih tekočih kristalov, prirejeno po (2). 
Liotropni kristali 
Liotropni TK so pravzaprav zmes površinsko aktivnih snovi (PAS) v topilu pri dani temperaturi 
in relativni koncentraciji. Nastanek liotropnih mezofaz pogojujejo temperatura, struktura 
organske molekule in razmerje voda/PAS. Ključne so lastnosti PAS, in sicer velikost odbojnih 
sil med sosednjimi glavami molekul na stičišču PAS in vode, stopnja stika med vodo in alkilno 
verigo in konformacijske motnje v alkilnih verigah. Zanje so značilni spontani fazni prehodi 
(5). 
Faza predstavlja določeno urejenost in simetrijo molekul, pri čemer pa lahko pri določenih 
pogojih pride do preurejanja molekul in s tem do prehodov iz ene v drugo fazo (2). Na fazne 
prehode liotropnih TK lahko vplivajo zunanji dejavniki, kot so temperatura, tlak, svetloba, 
magnetno polje, hkrati pa tudi lastnosti izbrane amfifilne molekule, vsebnost vode in dodatek 
ostalih snovi. Mehanizem faznih prehodov lahko razložimo s CPP (ang. critical packing 
parameter), ki temelji na prostorski ureditvi amfifilne molekule (slika 2). CPP je definiran kot 
razmerje med volumnom hidrofobne verige in zmnožkom med površino prečnega prereza 
hidrofilne glave ter dolžino hidrofobne verige v staljenem stanju. Kadar je CPP manjši od 1, se 
oblikujejo normalne faze, kot so normalni miceli, normalne diskontinuirane kubične faze, 
normalne heksagonalne faze in normalne bikontinuirane kubične faze. V primeru, ko je CPP 
večji od 1, pa se oblikujejo reverzne faze, kot so reverzna bikontinuirana faza, reverzna 
heksagonalna faza, reverzna diskontinuirana faza in reverzni miceli. Kadar je CPP enak 1, se 
oblikuje lamelarna faza (6).  
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Slika 2: Shema najpogostejših struktur tekočih kristalov glede na vrednost kritičnega 
ureditvenega parametra, prirejeno po (6). 
 Lamelarna faza 
Lamelarna faza je sestavljena iz lipidnega dvosloja, ki ga tvorijo PAS, dvosloji pa so med seboj 
ločeni z vodnimi plastmi. Polarne glave PAS so obrnjene proti vodi, hidrofobni del pa je obrnjen 
stran od vode (slika 3) (5). Molekule, ki sestavljajo lamelarno fazo, imajo obliko cilindra (6). 
Lamelarni TK so primeren dostavni sistem za dermalno uporabo, saj je njihova sestava zelo 
podobna strukturi medceličnih lipidov rožene plasti kože in tudi sicer fosfolipidni celični 
membrani, imajo primerno konsistenco ter izrazito sposobnost vlaženja kože (1).   
 Heksagonalna faza 
Poznamo dve vrsti heksagonalnih mezofaz: normalna v vodnih in reverzna mezofaza v 
brezvodnih organskih topilih. Pri normalni heksagonalni fazi so hidrofilne polarne glave 
obrnjene proti zunanjosti, verige ogljikovodikov pa tvorijo jedro (slika 3), pri reverznih 
heksagonalnih fazah pa je struktura obrnjena; hidrofilne polarne skupine tvorijo notranje jedro 
in so pred nevodnim okoljem zaščitene s plastjo verig ogljikovodikov. Heksagonalna faza  
izkazuje bistveno višjo viskoznost v primerjavi z lamelarno (5). 
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 Kubična faza 
Kubična faza je sestavljena iz neprekinjenih ukrivljenih lipidnih dvoslojev in para medsebojno 
prodirajočih vodnih kanalov (slika 3). Nastane ob presežku vode in ima sferično pakiranje, pri 
čemer sta ionski del molekule na površini in nepolarni del usmerjena proti sredini sfere. TK s 
kubično strukturo so fleksibilni v smislu njihove sestave, saj vanje lahko vgradimo učinkovine 
različnih polarnosti in velikosti, viskoznost kubične faze pa omogoča podaljšano sproščanje 
zdravilnih učinkovin (7). Zaradi svoje dvojne polarno nepolarne narave se tako lahko uporablja 
kot dostavni sistem za lipofilne in hidrofilne zdravilne učinkovine. Kubična faza prav tako 
izkazuje adhezivne lastnosti, zato se lahko uporablja za gastrointestinalno, pulmonarno, 
nazalno, peroralno, bukalno, rektalno in vaginalno dostavo zdravilnih učinkovin (5). 
 
 
Slika 3: Vrste liotropnih tekočih kristalov: lamelarna, heksagonalna in kubična faza, prirejeno 
po (8). 
1.1.3 Področja uporabe liotropnih tekočih kristalov 
Liotropni TK s svojo značilno strukturo in fizikalno-kemijskimi lastnostmi predstavljajo 
aktualen dostavni sistem za majhne molekule, peptide in proteine. Prednosti liotropnih TK so 
učinkovitejša solubilizacija v primerjavi z ostalimi dostavnimi sistemi, možnost vgrajevanja 
lipofilnih, hidrofilnih ali amfifilnih učinkovin, izboljšana biološka uporabnost v vodi topnih 
peptidov, prav tako predstavljajo primeren vehikel za učinkovine, ki so podvržene encimski 
razgradnji (7). 
Omejitev liotropnih TK, še posebej kubičnih in heksagonalnih, je predvsem njihova viskoznost. 
Le-ta predstavlja omejitev s praktičnega vidika, saj v primeru dostave z injiciranjem pride do 
težav z iztiskanjem iz brizge. Prav tako lahko viskoznost predstavlja težavo pri apliciranju TK, 
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saj se slednji zaradi viskoznosti skoncentrirajo na mestu aplikacije, zato lahko pride do iritacij 
in neželenih učinkov. Poleg omenjenega pa se pri liotropnih TK srečujemo tudi s klasičnimi 
formulacijskimi izzivi kot so priprava definirane in stabilne disperzije za podaljšano sproščanje 
ter vgradnja učinkovine, ki ne bo vplivala na lastnosti faz TK in posledično na sproščanje. 
Liotropni TK so predmet številnih raziskav, v zadnjih letih pa je še posebej veliko zanimanja 
pritegnilo področje dermalne in transdermalne uporabe TK. Omenjena načina aplikacije 
predstavljata alternativo peroralni aplikaciji, saj se z njo izognemo določenim slabostim 
peroralne uporabe, kot so metabolizem prvega prehoda, nizka biološka uporabnost, nekateri 
neželeni učinki in sodelovanje bolnika (7).  
Študije TK kot dermalnih dostavnih sistemov so bile narejene predvsem z vidika doseganja 
podaljšanega in kontroliranega sproščanja, regeneracije tkiva, zdravljenja glivičnih in 
bakterijskih okužb, uporabe na sluznici (mukoadhezivnost) in celo za zdravljenje melanoma 
(3). 
TK s kubičnimi strukturami omogočajo kontrolirano sproščanje, saj lahko z načrtovano izbiro 
posameznih sestavin vplivamo na velikost vodnih kanalov in s tem posledično na sproščanje 
vgrajene učinkovine. Denimo pri biomaterialih za regeneracijo tkiva naletimo na težave, kot so 
nenadzorovano sproščanje vaskularno endotelijskega rastnega faktorja (VEGF), kot tudi slabe 
mehanske lastnosti sistema za regeneracijo tkiva. Wang in sodelavci so proučili podaljšano 
sproščanje in situ gela z vgrajenim VEGF za regeneracijo tkiva. VEGF so vgradili v liotropne 
TK, in sicer so najprej izdelali raztopino VEGF v zmesi lipidov in PAS, ob stiku le-te s telesno 
tekočino (po subkutani aplikaciji) pa je nastal in situ gel z reverzno bikontinuirano kubično 
fazo. V formulaciji so kot PAS uporabili oktil glukozid, ki je povečal vodne kanale znotraj 
kubične faze in omogočil podaljšano sproščanje VEGF, ki je sprožil angiogenezo. Dodatno so 
in vitro potrdili, da je v primeru liotropnih TK z vgrajenim VEGF proliferacija, migracija in 
tvorba epitelnih celic večja kot pa v primerjavi z VEGF v klasični raztopini. V prosti obliki v 
raztopini ima namreč kratek razpolovni čas zaradi razgradnje s protezami, vgrajen v TK pa je 
zaščiten in tako bolj učinkovit (9). 
Poleg kontroliranega sproščanja sta za TK s kubično strukturo značilni tudi bioadhezivnost in 
višja viskoznost, ki omogočata, da se formulacija dlje časa zadrži na koži in ima posledično 
boljši učinek. Ta lastnost TK je še posebej pomembna v primeru repelentov, ki delujejo proti 
komarjem, ki prenašajo razne okužbe. Obstoječi repelenti lahko predstavljajo problem, saj 
povzročajo alergije ali dermatitis. Fonseca-Santos in sodelavci so izdelali naravni repelent na 
osnovi TK s kubično strukturo z oljem čajevca in dokazali njegovo repelentno delovanje proti 
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določeni vrsti komarjev (Aedes aegypti), ki prenašajo virusne okužbe. V primerjavi z 
repelentom z notranjo strukturo mikroemulzij (ME) so se repelenti s strukturo TK dlje časa 
zadržali na koži zaradi boljših bioadhezivnih lastnosti in zaradi višje viskoznosti, prav tako je 
urejenost v kubične faze upočasnila izhlapevanje vgrajenega eteričnega olja, kar je oboje 
doprineslo k izboljšanemu repelentnemu delovanju v primerjavi z ME (10).  
V zadnjem času so veliko zanimanja pritegnili tudi tako imenovani heksosomi in kubosomi. 
Gre za vodne disperzije inverzne heksagonalne oz. inverzne kubične faze. Nastanejo z 
mehanskim dispergiranjem inverzne kubične oz. heksagonalne faze v vodo s stabilizatorjem, 
kjer pride do kristalizacije in nastanka nanodelcev, ki imajo še vedno strukturo TK (11). Za 
kubosome in heksosome je značilna velika površina (nanostrukture) in podobnost z 
medceličnimi lipidi rožene plasti. Potemtakem uporaba heksosomov in kubosomov vodi do 
večjih interakcij s kožo in mukusom ter potencialno v večjo učinkovitost učinkovin iz razreda 
II biofarmacevtskega klasifikacijskega sistema (BCS). Ketokonazol je protiglivična 
učinkovina, ki spada v razred II klasifikacije BSC, kar pomeni, da ima visoko permeabilnost in 
nizko topnost, pri čemer slednja prispeva k zmanjšani učinkovitosti. Gazga-Urioste in sodelavci 
so ovrednotili heksosome z vgrajenim ketokonazolom kot potencialni dostavni sistem za 
lokalno zdravljenje glivičnih okužb. Z vrednotenjem fizikalno-kemijskih lastnosti heksosomov 
(morfologije, velikosti delcev, zeta potenciala, pretočnosti, termičnega obnašanja) in sproščanja 
ketokonazola iz heksosomov so pokazali, da le-ti predstavljajo potencialen dostavni sistem za 
lokalno zdravljenje glivičnih okužb (mikoze), pri čemer bi heksosomi zaradi dobre 
termodinamske stabilnosti lahko služili tudi kot ogrodje za podaljšano sproščanje (12).  
Poleg heksosomov so proučevali tudi uporabo kubosomov. Boge in sodelavci so izdelali in 
ovrednotili kubosome z vgrajenim protimikrobnim peptidom za dermalno aplikacijo za 
zdravljenje bakterijskih okužb kože, ki jih povzroča najbolj pogosta bakterija na koži 
Staphylococcus aureus. V primeru protimikrobnih peptidov je glavna težava proteoliza, kar 
vodi v izgubo delovanja. Dokazali so, da v primeru vgradnje protimikrobnih peptidov v 
kubosome, po izpostavitvi proteaznim encimom, le-ti ohranijo protibakterijski učinek v 
primerjavi s prostim peptidom, pri katerem je potekla proteoliza. Sklepajo, da kubosomi ščitijo 
protimikrobni peptid z vezavo peptida na delce v kubosomih. Prav tako so dokazali, da 
kubosomi z in brez vgrajenega protimikrobnega peptida ne povzročajo iritacije kože in tako 
predstavljajo primeren dostavni sistem za dermalno uporabo (13).  
Uporabo kubosomov so ovrednotili tudi na področju razvoja protirakavih učinkovin, pri katerih 
se velikokrat srečujemo z nizko topnostjo, visoko toksičnostjo in slabo biokompatibilnostjo 
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učinkovin, kar predstavlja številne omejitve pri klinični uporabi. Bazylińska in sodelavci so 
izdelali prve biokompatibilne kubosome za dermalno uporabo, ki predstavljajo potencialen 
dostavni sistem za zdravljenje kožnega raka s fotodinamično terapijo. V kubosome so vgradili 
fotosenzibilator, ki se aktivira po obsevanju in dokazali, da je učinek na rakave celice večji, 
kadar je fotosenzibilator vgrajen v kubosome kot pa prost. Prav tako so v kubosome vgradili 
fotosenzibilizacijska barvila, pri čemer so ugotovili, da 75 % (m/m) propilen glikola v 
formulaciji najbolj ugodno vpliva na fizikalno-kemijske lastnosti kubosomov in tako 
predstavlja potencialen vehikel za fotosenzibilizacijska barvila (14). 
1.2 Problem stabilnosti vitamina C in askorbilpalmitata pri dermalnem nanosu 
Znano je, da oksidativni stres pomembno vpliva na fotostaranje kože ter povzroča razne bolezni 
in motnje. Oksidativni stres povzročijo endogeni in eksogeni dejavniki, med katerimi je 
najpomembnejše ultravijolično sevanje. Slednje sproži nastanek radikalov, ki povzročijo 
poškodbe celic, zato je telo razvilo več obrambnih mehanizmov za zaščito celic. 
Najpomembnejši obrambni mehanizmi v koži so encimski (superoksid dismutaza, katalaza, 
peroksidaza) in ne encimski (glutation, vitamin E, vitamin C, beta-karoten in ubikinon) 
antioksidativni sistemi. Kapacitete teh sistemov so omejene in velikokrat preobremenjene 
zaradi prevelike izpostavljenosti radikalom, zato je obetaven način zaščite kože pred 
oksidativnim stresom podpora endogenemu sistemu, in sicer prvenstveno z uporabo krem za 
zaščito pred sončenjem hkrati pa tudi z dermalno ali peroralno dostavo antioksidantov z 
namenom nadomeščanja vitaminov v koži (15).  
Vitamin C je pomemben antioksidant, ki ščiti kožo pred fotostaranjem. Problem peroralne 
uporabe vitamina C je omejen aktivni transport iz prebavil, prav tako kljub večjim odmerkom 
ne dosežemo optimalne koncentracije v koži. Alternativen način dostave je tako dermalna 
uporaba, pri čemer vitamin C, nanesen na kožo, zavira poškodbe kože, ki jih povzroči sevanje 
UVA, deluje protivnetno, predstavlja sredstvo za depigmentacijo kože, sodeluje pri 
metabolizmu kolagena in poveča sintezo določenih lipidov na površini kože. Vendar pa lahko 
pri dermalnem nanosu omejitev predstavlja slaba penetracija skozi roženo plast in predvsem 
oksidativna nestabilnost vitamina C na svetlobi in zraku, ki vodi v njegovo razgradnjo (15). 
Z namenom boljšega doseganja učinkovitosti se namesto vitamina C velikokrat uporablja 
askorbilpalmitat (AP), ki je sintezni derivat vitamina C in ima podobne lastnosti kot vitamin C, 
vendar boljšo kemijsko stabilnost (16). AP je stabilen v suhem stanju, vendar postopoma 
oksidira (slika 4). Kadar je izpostavljen svetlobi in visoki vlažnosti, pride do razbarvanja. 
Shranjujemo ga v vsebnikih, neprepustnih za zrak, pri 8 – 15 °C in zaščitenega pred svetlobo. 
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Da dosežemo čim večjo stabilnost in učinkovitost AP, uporabljamo pri rokovanju nerjaveče 
jeklo ali steklo, kadar je le možno uporabljamo postopke, ki vključujejo vakuum ali inerten plin 
ter zaščitimo pred svetlobo (17). 
 
 
Slika 4: Razgradnja askorbilpalmitata (18). 
V različnih študijah so se ukvarjali predvsem z vrednotenjem stabilnosti AP, vgrajenega v 
koloidne nosilce, kot so ME, trdni lipidni nanodelci (SLN), nanostrukturirani lipidni nosilci 
(NLC) in liposomi. 
Špiclin in sodelavci so vgradili AP v ME tipa O/V in V/O, pri čemer so bile sestavine enake, 
razlikovale so se le v kvantitativni sestavi. Sisteme so 28 dni starali v temi (razen pri vzorcih, 
pri katerih so proučevali vpliv svetlobe) na sobni temperaturi (22 ±1 °C). Ugotovili so, da je na 
razgradnjo AP pomembno vplival tip ME in prisotnost raztopljenega kisika. Boljšo stabilnost 
AP v ME tipa V/O so pojasnili z značilno porazdelitvijo AP med obema fazama. Znano je, da 
je AP amfifilna molekula, ki je lokalizirana na medfazi, pri čemer se palmitinski del AP 
porazdeli po lipofilni fazi, ciklični del, ki je občutljiv na oksidacijo, pa po hidrofilni fazi. 
Zunanja lipofilna faza kisiku iz zunanjosti prepreči difuzijo v notranjo hidrofilno fazo, kjer se 
nahaja na oksidacijo občutljiv del. Posledično je v notranji hidrofilni fazi raztopljen samo kisik, 
ki je bil prisoten pred izdelavo ME, kar je razlog za manjšo razgradnjo AP v V/O ME. V primeru 
ME tipa O/V pa je zunanja faza voda, v kateri se nahaja na oksidacijo občutljiv del, pri čemer 
se kisik iz zunanjosti neposredno porablja za razgradnjo AP, kar je razlog za manjšo stabilnost 
AP v ME tipa O/V. Ugotovili so tudi, da večja začetna koncentracija AP zmanjša obseg 
razgradnje AP, prav tako je stabilnost večja v primeru ME, ki so bile predhodno odzračene, 
izpostavljenost svetlobi pa poveča razgradnjo AP (16). 
V farmaciji je v zadnjih letih velik poudarek na nanotehnologiji, saj le-ta prinaša številne 
prednosti. Teeranachaideekul in sodelavci so proučili stabilnost AP vgrajenega v NLC pri 4 in 
25 °C, pri čemer so testirali 30-dnevno stabilnost AP brez predhodnega odzračevanja in 90-
dnevno stabilnost AP s predhodnim odzračevanjem. Ugotovili so, da na stabilnost AP 
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pomembno vplivajo lastnosti PAS, ki stabilizirajo cikličen del na medfazi. Prav tako so iz 
rezultatov sklepali, da je stabilnost AP večja v primeru odzračevanja in v primeru višje začetne 
koncentracije AP. Vpliv začetne koncentracije je najverjetneje v tesni povezavi z načinom 
priprave NLC z visokotlačno homogenizacijo, pri kateri uporabljamo visoko temperaturo, ki 
poveča topnost AP v vodni fazi, zaradi česar AP prehaja iz lipofilne v vodno fazo, v fazi 
ohlajanja pa pride do ponovnega razporejanja AP v lipofilno fazo, pri čemer se AP zaradi 
amfifilne narave lokalizira na medfazi nanodelcev. Večanje koncentracije do nasičene topnosti 
poveča količino vgrajenega AP v lipidno ogrodje, ki predstavlja zaščito AP pred kisikom. 
Dokazali so tudi, da je izbira trdnih lipidov zelo pomembna, in sicer lipidi z nizko 
kristaliničnostjo omogočajo večjo stabilnost AP. Prav tako so dokazali, da povišana 
temperatura sproži nastanek radikalov, ki sodelujejo pri procesu oksidacije, kar vodi v večjo 
razgradnjo AP, dodatek antioksidantov in shranjevanje na 4 °C pa zmanjša razgradnjo (19). 
Kristl in sodelavci so naredili 4-tedensko študijo, v kateri so primerjali stabilnost AP vgrajenega 
v ME, liposome in SLN. Vzorce so starali na sobni temperaturi (22 ±1 °C) v temi. Ugotovili 
so, da je AP najbolj stabilen v liposomih iz nehidrogeniranega lecitina, sledili so SLN, V/O ME 
in O/V ME ter liposomi iz hidrogeniranega lecitina. Iz rezultatov so sklepali, da na stabilnost 
AP pomembno vpliva tip ME in sestava liposomov, kar se je pokazalo z veliko večjo 
stabilnostjo AP v liposomih iz nehidrogeniranega lecitina v primerjavi z liposomi iz 
hidrogeniranega lecitina, prav tako je bilo razliko opaziti pri različnih tipih ME, kar je v skladu 
z rezultati, ki so jih objavili Špiclin in sodelavci (16). Prav tako je na stabilnost vplivalo 
agregatno stanje koloidnega nosilca, in sicer so dokazali, da se v primeru tekočega nosilca AP 
potopi globlje v dvosloj kot pri delcih v gel stanju, kar omogoča večjo zaščito pred razgradnjo, 
pri SLN pa se vgradi v trdno lipidno jedro, kar vodi v daljšo stabilnost. Dokazali so tudi, da 
večja količina lipidov v ME ne zagotavlja večje stabilnosti, saj se znotraj tekočega sistema ne 
da preprečiti gibanja molekule (20). 
1.3 In vitro sistemi za vrednotenje sproščanja 
Dermalna in transdermalna terapija je v današnjem času vse bolj pomembna. Da bi s takšnim 
načinom aplikacije dosegli najboljši možen rezultat, je potrebno optimizirati sproščanje 
učinkovin in penetracijo v/skozi kožo. Pri tem si lahko pomagamo z in vitro metodami za 
vrednotenje dermalne absorpcije, ki so postale pomembno orodje v znanstvenih raziskavah v 
zgodnjem farmacevtskem razvoju (21).  
In vitro metode so zasnovane tako, da omogočajo določanje prodiranja snovi v oz. skozi kožo, 
pri čemer se lahko uporabljajo različni kožni modeli: neživa koža (merjenje penetracije in 
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permeacije), sveža metabolično aktivna koža (merjenje permeacije in metabolizma kože) ali pa 
umetne membrane. Prednosti in vitro eksperimentov za vrednotenje dermalne absorpcije, v 
primerjavi z in vivo eksperimenti na živalih ali prostovoljcih, so prihranek na času in denarju, 
etični vidik ter boljša ponovljivost rezultatov. Omejitev in vitro sistema je slabša ponovljivost 
in vivo »sink pogojev« perifernega pretoka krvi, ki pa se jim želimo čim bolje približati z 
uporabo in vitro sistemov. Pri uporabi in vitro sistemov za vrednotenje dermalne absorpcije 
moramo biti pozorni na tip celic, ki ga uporabljamo, vir, tip in pripravo kože, sestavo 
receptorskega medija (RM) in način podajanja rezultatov (22).  
Poznamo kvantitativne in vitro tehnike, kot so uporaba difuzijskih celic in PAMPA test ter 
kvalitativne ter polkvalitativne tehnike, kot so različne mikroskopske in spektroskopske metode 
ter njihove kombinacije (21). 
1.3.1 Difuzijske celice 
Najbolj pogosta tehnika za merjenje in vitro dermalne absorpcije so difuzijske celice, pri čemer 
gre za nanos formulacije na površino kože, ki se nahaja med donorskim in receptorskim delom 
difuzijske celice. Difuzijske celice so lahko statične (slika 5a) ali pretočne (slika 5b). Pri 
statičnih difuzijskih celicah vzorčimo iz receptorskega dela in nadomeščamo RM pri vsakem 
vzorčenju. Pretočne difuzijske celice pa uporabljajo črpalko, ki omogoča, da RM prehaja skozi 
receptorski del, pri čemer imamo v celici vedno svež medij, kar posnema in vivo pogoje. 
Statične difuzijske celice delimo glede na položaj kože/membrane, in sicer je le-ta lahko 
postavljena horizontalno ali vertikalno. Difuzijske celice morajo biti sestavljene iz inertnega in 
ne absorbirajočega materiala. Receptorski del ima volumen od 0,5 do 10 mL in difuzijsko 
površino od 0,2 do 2 cm2 (22). 
 
Slika 5: Statične horizontalne celice (a) in pretočne difuzijske celice (b) (21). 
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Franz-ove difuzijske celice 
Franz-ove difuzijske celice spadajo med statične vertikalne celice in so eden najbolj 
uporabljanih in vitro sistemov za vrednotenje dermalne absorpcije (slika 6). Difuzijska površina 
Franz-ovih celic je 0,785 cm2, koža pa je nameščena med donorski in receptorski del, pri čemer 
je dermis v stiku z RM. Receptorski del je postavljen v vodno kopel s temperaturo 37 °C, s 
čimer zagotovimo, da je temperatura površine kože 32 °C in na ta način posnemamo realno 
stanje kože. RM ves čas mešamo na magnetnem mešalu in s tem zagotovimo enakomerno 
koncentracijo po celotnem mediju (23). 
 
Slika 6: Franz-ova difuzijska celica (statična vertikalna celica), prirejeno po (22). 
Izbran RM mora imeti zadostno sposobnost solubiliziranja testirane spojine in mora biti v stiku 
s spodnjim delom kože od začetka apliciranja do konca vzorčenja. Zelo pomembna je 
temperatura RM, ki znaša 37 °C in omogoča temperaturo 32 ± 1 °C na površini kože v difuzijski 
celici, s čimer posnemamo in vivo pogoje. Sestava RM mora biti taka, da ne omejuje obsega 
difuzije preizkušane snovi, kar pomeni, da morata biti zagotovljena topnost in stabilnost snovi 
v RM. V primeru dolgih testov permeacije skozi kožo lahko dodamo konzervans (natrijev azid). 
Testirana spojina mora biti v RM stabilna celoten čas in vitro testa in nadaljnjih analiz (22). 
Za membrane, ki se uporabljajo pri in vitro testiranju sproščanja učinkovin, je zelo pomembno, 
da oponašajo barierno funkcijo kože. Uporabimo lahko umetne ali naravne membrane. Pod 
umetne spadajo polimerne in filtrske membrane, prevlečene z mešanico lipidov, med naravne 
membrane pa spadajo živalske kože in rekonstruirani celični kožni modeli. Umetne celulozne 
membrane navadno vsebujejo veliko mehčal in konzervansov, ki lahko vplivajo na difuzijo 
 12 
 
učinkovin ali pa prehajajo v RM in motijo detekcijo. Ker gre večinoma za vodotopne spojine, 
jih odstranimo tako, da membrano predhodno namakamo v vodi. V primerjavi s človeško kožo 
je prehajanje učinkovin skozi celulozno membrano večje, ne glede na lastnosti molekule (32).  
Pri naravnih membranah je izbira kože odvisna od namena testiranja in dostopnosti kože. 
Podganja koža se navadno uporablja, kadar so in vivo študije narejene na podganah, prav tako 
pa se uporablja za posebne protokole, kot so testiranje pesticidov v ZDA. Za namene ocene 
tveganja se daje prednost človeški koži, ki jo Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) 
opredeljuje kot zlati standard pri oceni tveganja dermalne absorpcije. Človeška koža (koža iz 
trebuha in dojke) se uporablja tudi za testiranje kozmetičnih izdelkov. Kožno tkivno ni nujno, 
da je živo (sveže izrezano), saj perkutana penetracija poteka s pasivno difuzijo, prav tako je za 
barierno funkcijo ključna zunanja in metabolno mrtva plast kože (tj. rožena plast). V kolikor pa 
želimo ovrednotiti tudi vpliv metabolizma v globljih živih plasteh kože, pa mora biti koža kar 
se da sveža, njeno živost pa je potrebno tekom eksperimenta vzdrževati (22). 
1.4 Metode za vrednotenje sproščanja učinkovine 
Pri izdelavi farmacevtskih oblik je zelo pomembno, da imajo nove formulacije primeren profil 
raztapljanja oz. sproščanja učinkovine. Za kvantitativno analizo sproščanja učinkovine se 
uporabljajo ustrezne matematične formule, ki upoštevajo lastnosti farmacevtskih oblik. 
Matematično modeliranje je v pomoč pri napovedovanju hitrosti sproščanja učinkovine in 
difuzije, s čimer zmanjšamo število potrebnih eksperimentov. Prav tako lahko pripomore k 
optimizaciji razvoja že obstoječega ali novega farmacevtskega izdelka ter k razvoju bolj 
učinkovite formulacije in bolj točnega odmerjanja (24).  
Za vrednotenje profilov sproščanja uporabljamo od modela odvisne in od modela neodvisne 
metode. 
1.4.1 Od modela odvisne metode 
Nulti red 
Pri kinetiki nultega reda gre za sistem, kjer je hitrost sproščanja učinkovine neodvisna od njene 
koncentracije. Nanaša se na procese, pri katerih se učinkovina konstantno sprošča iz nosilnih 
sistemov, kot so npr. osmotske tablete, transdermalni sistemi in matriks tablete s slabo topnimi 
učinkovinami. Enačba kinetike nultega reda je predstavljena v enačbi 1: 
  𝐹 = 𝐹0 +  𝑘0 × 𝑡,                                                                     Enačba 1: Enačba nultega reda 
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pri čemer je F količina sproščene ali raztopljene učinkovine ob času t, F0 je začetna količina 
učinkovine v raztopini (navadno 0), k0 je hitrostna konstanta 0. reda in t je čas (25). 
Prvi red 
Ta model se uporablja za opis absorpcije in eliminacije nekaterih učinkovin. Nanaša se na 
raztapljanje učinkovin iz farmacevtskih oblik, kot so npr. porozni matriksi z vgrajenimi 
vodotopnimi učinkovinami. Prvi red kinetike lahko izrazimo z enačbo 2: 
  𝑙𝑛(100 − 𝐹) =  − 𝑘1 × 𝑡,                                                           Enačba 2: Enačba prvega reda 
 
pri čemer je F delež sproščene ali raztopljene učinkovine ob času t v odstotkih, k1 je hitrostna 
konstanta 1. reda in t je čas (25). 
Hixon-Crowell model 
Model opisuje sproščanje iz sistema, pri katerem pride do spremembe površine in premera 
delcev ali tablet. Za praške, ki vsebujejo enakomerno velike delce, lahko izpeljemo enačbo 3: 
  (100 − 𝐹)1/3 = 𝑄0
1/3 −  𝑘𝐻𝐶 × 𝑡,                             Enačba 3: Kinetika po Hixon-Crowell-u 
 
pri čemer je F delež sproščene ali raztopljene učinkovine ob času t, Q0 je delež učinkovine v 
farmacevtski obliki ob času 0, kHC je Hixon-Crowellova hitrostna konstanta in t je čas (25). 
Higuchi model 
Higuchi model opisuje sproščanje učinkovine iz matriks sistema in se pogosto uporablja za 
matriks tablete z vgrajenimi vodotopnimi učinkovinami in nekatere transdermalne sisteme. 
Osnovna enačba Higuchi-jevega modela je predstavljena v enačbi 4: 
  𝐹 =  𝑘𝐻 × 𝑡
1/2,                                                                            Enačba 4: Higuchi-jeva kinetika 
 
pri čemer je F delež sproščene ali raztopljene učinkovine ob času t, kH je Higuchi-jeva hitrostna 
konstanta in t je čas (25). 
Korsmeyer-Peppas model 
Model opisuje sproščanje učinkovine iz polimernega sistema in se uporablja za farmacevtske 
oblike s prirejenim sproščanjem. Za ponazoritev mehanizma sproščanja učinkovine, se uporabi 
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aproksimacija podatkov za prvih 60 % sproščene učinkovine v Korsmeyer-Peppasovem 
modelu, ki temelji na enačbi 5: 
  𝐹 =  𝑘𝐾𝑃 × 𝑡
𝑛 → 𝑙𝑛(𝐹) = 𝑙𝑛(𝑘𝐾𝑃) + 𝑛 × 𝑙𝑛(𝑡),   Enačba 5: Korsmeyer-Peppas-ova kinetika 
 
pri čemer je F delež sproščene ali raztopljene učinkovine ob času t, kKP je Korsmeyer-
Peppasova hitrostna konstanta, n je difuzijski eksponent in t je čas (25). 
1.4.2 Od modela neodvisne metode 
Od modela neodvisne metode uporabljajo za vrednotenje sproščanja učinkovine faktor razlike 
(f1) (enačba 6) in faktor podobnosti (f2) (enačba 7). S tema faktorjema ovrednotimo razliko med 
odstotkom sproščene učinkovine v časovni enoti testne formulacije in odstotkom sproščene 
učinkovine v časovni enoti referenčne formulacije. S pomočjo faktorjev f1 in f2 definiramo 
ekvivalentnost dveh profilov sproščanja, pri čemer ima parameter f1 mejne vrednosti od 0 do 
15, parameter f2 pa od 50 do 100. Profila sta ekvivalentna, če je razlika med odstotkom 
sproščene učinkovine v časovni enoti testne formulacije in odstotkom sproščene učinkovine v 
časovni enoti referenčne formulacije manjša ali enaka 10 % (26). 
Faktor razlike f1 je definiran po sledeči enačbi: 
  𝑓1 = {
∑|𝑅𝑡−𝑇𝑡|
∑ 𝑅𝑡
} × 100                                                                             Enačba 6: Faktor razlike 
 
Faktor podobnosti f2 lahko izrazimo kot: 
  𝑓2 = 50𝑙𝑜𝑔 {[1 +
1
𝑛
∑ (𝑅𝑡 − 𝑇𝑡)
2𝑛
𝑡=1 ]
−0.5
× 100}                          Enačba 7: Faktor podobnosti 
 
n  število časovnih točk 
Rt in Tt     delež sproščene učinkovine v določeni časovni točki t za referenčno oz. testno 
formulacijo (26). 
 
 
  
 15 
 
2 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je ovrednotiti stabilnost AP vgrajenega v osem sistemov TK, ki so 
bili predhodno razviti na Katedri za farmacevtsko tehnologijo. Izdelani TK bodo v svoji sestavi 
imeli konstantno razmerje lipofilnih snovi in PAS ob naraščajočem deležu vode kot hidrofilne 
komponente, vanje pa bomo vgradili 1 % (m/m) AP. Stabilnostno študijo bomo izvedli pri 40 
°C in 75 % relativni vlažnosti, vzorci bodo zaščiteni pred svetlobo, pri čemer bomo stabilnost 
AP vrednotili 0., 1., 7., 14., 28., 47., 56. dan.  
Predhodno bomo nadgradili in optimizirali obstoječo HPLC metodo za vrednotenje AP. Metodo 
bomo ustrezno validirali, in s tem potrdili selektivnost, ponovljivost, točnost in linearnost 
metode. Optimizirali bomo tudi pripravo raztopin za HPLC analizo, pri čemer bomo izbrali 
ustrezno topilo za AP, v katerem bo le-ta ustrezno stabilen. 
Poleg stabilnosti bomo vrednotili tudi in vitro sproščanje AP iz istih sistemov TK. Sproščanje 
bomo izvedli s pomočjo Franz-ovih difuzijskih celic, pri tem pa bomo uporabili umetno acetat 
celulozno membrano z definirano velikostjo por in ustrezen receptorski medij z vidika nasičene 
topnosti AP v izbranem mediju z namenom zagotavljanja »sink pogojev«. S faktorjem 
podobnosti in razlike bomo ovrednotili podobnost med dobljenimi profili sproščanja. Kinetiko 
sproščanja AP bomo za posamezen sistem TK ovrednotili s petimi različnimi matematičnimi 
modeli, prav tako bomo določili, kateri model kinetiko sproščanja najbolje opiše. Glede na 
dobljene profile sproščanja bomo skušali povezati rezultate sproščanja s sestavo oz. notranjo 
strukturo in viskoznostjo TK ter določiti optimalen sistem TK z vgrajenim AP za dermalno 
uporabo, istočasno upoštevaje tudi rezultate stabilnosti AP v TK. 
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3 MATERIALI 
3.1 Sestavine nosilnih sistemov 
Lipofilna faza 
 IZOPROPILMIRISTAT (C17H34O2) (Fluka, Nemčija)  
Izopropilmiristat (IPM) je ester miristinske kisline in propan-2-ola (slika 7). Je bistra, 
brezbarvna tekočina, ki ima nizko viskoznost in je skoraj brez vonja. Topen je v acetonu, 95 % 
etanolu, etil acetatu, maščobah, maščobnih alkoholih, toluenu, voskih in tekočih 
ogljikovodikih, raztaplja pa voske, holesterol in lanolin. Netopen je v glicerolu, glikolih in vodi. 
IPM je odporen na oksidacijo in hidrolizo in posledično ne postane žarek (17). 
IPM je nemasten emolient, ki se hitro absorbira v kožo. Veliko se uporablja v farmacevtskih in 
kozmetičnih izdelkih za dermalno uporabo. Pri transdermalnih formulacijah se uporablja kot 
pospeševalec penetracije, s čimer poveča biološko uporabnost vgrajenih zdravilnih učinkovin. 
Penetracijo poveča tako, da se vgradi med lipide rožene plasti in s tem vpliva na strukturo 
lipidnega dvosloja, prav tako ekstrahira lipide iz rožene plasti v ločeno fazo in povzroči fazno 
separacijo (27). 
 
Slika 7: Strukturna formula izopropilmiristata (17). 
Emulgatorska zmes 
 LIPOID S-100® (Lipoid GmbH, Nemčija) 
Lecitin je zmes fosfolipidov, v kateri prevladujejo fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin in 
fosfatidilinozitol. Prav tako vsebuje tudi trigliceride, maščobne kisline, glicerol ter ogljikove 
hidrate. Razmerje med sestavinami vpliva na njegove lastnosti (28). Lecitin je amfifilna 
molekula (slika 8) in ključna komponenta celične membrane, zato ga lahko pridobimo iz 
različnih iz rastlinskih produktov (najpogosteje iz soje in jajca) (17). Glede na agregatno stanje 
so tako v obliki viskoznih tekočin kot tudi v obliki praškov, barva pa lahko variira od rjave do 
svetlo rumene. Topni so v alifatskih in aromatskih ogljikovodikih, halogeniranih 
ogljikovodikih, mineralnih oljih in maščobnih kislinah. Netopni pa so v hladnih rastlinskih in 
živalskih oljih, polarnih topilih in vodi. Kadar lecitin zmešamo z vodo, pride do nastanka 
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emulzije. Razpade pri ekstremnih vrednostih pH, ob prisotnosti esteraz, pri povišani 
temperaturi in ob prisotnosti kisika, prav tako je nagnjen k mikrobiološki razgradnji (17). 
Lecitini se v farmaciji in kozmetiki veliko uporabljajo. V farmacevtskih izdelkih imajo 
predvsem vlogo solubilizatorjev, emulgatorjev in stabilizatorjev. Uporabljamo jih v 
intramuskularnih in intravenoznih injekcijah, parenteralnih formulacijah in dermalnih 
pripravkih, kot so kreme in mazila, kot ključno sestavino za izdelavo liposomov ter v podlagah 
za svečke za zmanjšanje lomljivosti (17). 
 
Slika 8: Strukturna formula fosfatidilholina, pri čemer sta R1 in R2 maščobni kislini, ki sta lahko 
enaki ali različni (17). 
 TWEEN 80 (Fluka, Nemčija) 
Tween 80 oz. polisorbat 80 je zmes delnih estrov oleinske kisline s približno dvajsetimi 
oksietilenskimi skupinami substituiranega sorbitana (slika 9). Je viskozna tekočina citronsko 
do jantarjevo rumene barve, ki ima rahel značilen vonj (28). Gre za higroskopno snov, ki ob 
prisotnosti kisika oksidira (17). 
Tween 80 je hidrofilna neionska PAS, ki se veliko uporablja kot emulgator v emulzijah tipa 
O/V. Uporablja se tudi kot solubilizator za nekatera olja in v olju topne vitamine ter kot 
močljivec v suspenzijah za peroralno in parenteralno aplikacijo. Zaradi vključitve v micele 
Tween-a se zmanjša protimikrobno delovanje parabenov (17). 
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Slika 9: Strukturna formula Tweena 80 (17). 
Hidrofilna faza 
 PREČIŠČENA VODA 
Prečiščena voda je bila pridobljena z reverzno osmozo na Fakulteti za farmacijo, Univerze v 
Ljubljani. Prečiščeno vodo smo uporabili kot hidrofilno fazo TK in ME. 
Učinkovina 
 ASKORBILPALMITAT (C22H38O7) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
Fizikalno-kemijske lastnosti 
AP je sintezni derivat askorbinske kisline, ki ima podobne lastnosti kot askorbinska kislina, 
vendar boljšo kemijsko stabilnost. Je amfifilna molekula, ki ima hidrofilen (askorbinska kislina) 
in lipofilen (palmitinska kislina) del (slika 10). Po videzu je bel ali rumenkasto bel prah z 
molekulsko formulo C22H38O7, ki ima molsko maso 414,54 g/mol ter temperaturo tališča med 
107 °C in 117 °C (17). Za AP je znano, da nima vonja in da dobro prehaja skozi kožo zaradi 
lipofilnih lastnosti, zato se velikokrat uporablja v kozmetiki (16). Topen je v organskih topilih 
(metanol, etanol), vendar zelo slabo topen v vodi (29). Nezdružljiv je z oksidanti (v raztopini 
lahko pride do oksidacije, ki jo katalizirajo kovinski ioni (Cu2+ in Fe3+)) (17). 
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   Slika 10: Strukturna formula askorbilpalmitata (17). 
Sinteza 
AP lahko pridobivamo s kemijsko ali encimsko sintezo. Pri kemijski sintezi gre za direktno 
esterifikacijo in transesterifikacijo L-askorbinske kisline s palmitinsko kislino v organskem 
topilu, pri čemer uporabimo žveplovo kislino kot katalizator. Gre za intenziven energijski 
proces. Pri encimski sintezi pa gre za direktno esterifikacijo ali transesterifikacijo L-
askorbinske kisline s palmitinsko kislino v organskem topilu, pri čemer uporabimo lipazo kot 
biokatalizator. Pri encimski sintezi so prednost predvsem blagi reakcijski pogoji, vendar so 
izkoristki nizki, zato se danes uporablja kemijska sinteza (30). 
Toksičnost 
AP je splošno znan kot netoksična in neiritantna snov. Sprejemljiv dnevni vnos je do 1,25 
mg/kg telesne mase, LD50 (miši, peroralno) pa znaša 25 g/kg oz. LD50 (podgane, peroralno) 
znaša 10 g/kg (17). 
Opredeljen je kot varna snov in ima status GRAS (ang. generally recognized as safe). V Evropi 
je sprejet za uporabo kot prehransko dopolnilo, FDA (ang. Food and Drug Administration) pa 
ga razvršča med neaktivne sestavine za izdelke za peroralno, rektalno in dermalno uporabo 
(17).  
AP se primarno lahko uporablja sam ali v kombinaciji z α-tokoferolom, in sicer kot stabilizator 
za olja v peroralnih farmacevtskih pripravkih in v hrani. V kombinaciji z α-tokoferolom pride 
do sinergizma, pri čemer se poveča učinek, zato lahko uporabimo manjše količine obeh snovi. 
V peroralnih in dermalnih pripravkih se lahko uporablja tudi kot antioksidant za oksidativno 
nestabilne zdravilne učinkovine. Topnost AP v alkoholih omogoča njegovo uporabo v ne 
vodnih in vodnih sistemih ter emulzijah (17). 
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Koemulgator 
 BUTAN-1-OL (C4H10O) 
Uporabili smo ga kot koemulgator v primeru izdelave ME, saj prispeva k zmanjšanju medfazne 
napetosti, predvsem pa zmanjša rigidnost emulgatorskega filma, in tako omogoča spontan 
nastanek in večjo termodinamsko stabilnost ME (31). 
3.2 Uporabljena laboratorijska oprema za pripravo nosilnih sistemov  
 Tehtnica XS205DU (Metller Toledo, ZDA) 
 Magnetno mešalo (IKA, Nemčija) 
3.3 Uporabljena laboratorijska oprema za vrednotenje stabilnosti, in vitro sproščanja in 
      nasičene topnosti askorbilpalmitata 
 HPLC sistem Series 1100/1200 (Agilent Technologies, ZDA); kolona (Phenomenex, 
ZDA) 
 Komora ICH260L (Memmert, Nemčija) 
 Franz-ove difuzijske celice Verrerie Villeurbannaise (Villeurbanne, Francija) (glej 
poglavje 1.3.1) 
 Magnetno mešalo (IKA, Nemčija) 
 Pipeta Sartorius mLINE 100-1000 µL (Sartorius Stedim Biotech, Nemčija) 
 Centrifuga Centric 322A (Domel, d.o.o., Slovenija) 
3.4 Uporabljena membrana za vrednotenje sproščanja askorbilpalmitata 
 Acetat celulozna membrana 0,2 µm in 0,45 µm (Sartorius Stedim Biotech, Nemčija) 
3.5 Ostale snovi 
 Mravljična kislina (CH2O2) (Merck, KGaA, Nemčija): uporabili smo jo pri pripravi 
mobilne faze za HPLC 
 Metanol (CH4O) (Merck, KGaA, Nemčija): topilo za AP in sestavina RM pri 
vrednotenju in vitro sproščanja AP iz TK 
 Dinatrijeva sol etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) (C10H14N2Na2O8 × 2H2O) 
(Sigma-Aldrich, Nemčija): potencialni stabilizator AP v raztopini metanola  
 L-Askorbinska kislina (C6H8O6) (Sigma-Aldrich, Nemčija): stabilizator AP v raztopini 
metanola pri vrednotenju stabilnosti ter in vitro sproščanja 
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 Butil hidroksitoluen (BHT) (C15H24O) (Sigma-Aldrich, Nemčija): potencialni 
stabilizator AP v raztopini metanola 
 Acetonitril (ACN) (C2H3N) (Merck, KGaA, Nemčija): del mobilne faze in potencialno 
topilo za AP brez prisotnosti stabilizatorja 
 Ultračista voda (pridobljena s postopkom dvakratne reverzne osmoze, obsevana z UV 
svetlobo in sterilno filtrirana skozi filter z velikostjo por 0,22 µm, Sistem za pripravo 
Milli-Q® vode A10 Advantage (Millipore Corporation, ZDA)): sestavina receptorskega 
medija pri vrednotenju in vitro sproščanja AP ter uporaba pri pripravi vodnega dela 
mobilne faze 
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4 METODE 
4.1 Priprava vzorcev 
Pri izdelavi TK smo si pomagali z rezultati, pridobljenimi s predhodno izdelanim psevdo-
trikomponentnim faznim diagramom za sistem (lecitin/Tween 80 = 1/1)/izopropilmiristat/voda 
(1). Slednji podaja informacijo o obnašanju faz oz. o tem, kakšen sistem nastane pri različnih 
deležih posameznih komponent. Slika 11 prikazuje psevdo-trikomponentni fazni diagram, na 
katerem je označena razredčitvena premica, na kateri se nahajajo izdelani sistemi TK (začetno 
razmerje emulgatorska zmes/lipofilna faza znaša 7/3).  
Najprej smo pripravili osnovne zmesi (zmes PAS in lipofilne faze brez vode), in sicer 
samomikroemulgirajoči sistem (SMES) za izdelavo TK oziroma V/O ME. SMES za izdelavo 
TK smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico natehtali ustrezne količine IPM-ja ter zmesi 
Tween-a 80 in lecitina v masnem razmerju 1/1. Za pripravo osnovne zmesi za izdelavo V/O 
ME smo v drugo erlenmajerico natehtali ustrezne količine IPM-ja ter zmesi emulgatorja in 
koemulgatorja, in sicer Tween 80/lecitin/butanol = 1/1/2. Erlenmajerico smo takoj zaprli s 
pokrovčkom, da smo preprečili izhlapevanje butanola. Vsebino obeh erlenmajeric smo mešali 
na magnetnem mešalu do nastanka homogene transparentne zmesi (SMES približno 24 ur, V/O 
ME pa nekaj ur). 
Za vrednotenje stabilnosti in sproščanja AP smo le-tega vgradili v osem različnih sistemov TK 
ter primerjalno še v SMES ter V/O ME. Kvantitativna sestava je podana v preglednici I. V vsak 
sistem smo vgradili 1 % (m/m) AP. Vzorce smo pripravili tako, da smo v erlenmajerice natehtali 
ustrezne količine posameznih komponent (AP smo natehtali v ustrezno količino predhodno 
pripravljene osnovne zmesi emulgatorjev in lipofilne faze ter mešali na magnetnem mešalu, 
dokler se ni AP raztopil (izdelavo SMES smo na tej točki zaključili)), na koncu dodali vodo in 
zmes mešali na magnetnem mešalu do nastanka TK oz. ME (slika 12).  
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Slika 11: Psevdo-trikomponentni fazni diagram za sistem lecitin/Tween 80/IPM/ voda, ki 
prikazuje razredčitveno premico, na kateri se nahajajo izbrani sistemi  
(EZ = emulgatorska zmes, O = lipofilna (= oljna) faza) (1). 
Preglednica I: Sestava posameznega sistema (tekoči kristali, samoemulgirajoči sistem, V/O 
mikroemulzija)  
SISTEM 
LECITIN 
(m/m) % 
TWEEN 80 
(m/m) % 
IPM 
(m/m) % 
BUTANOL 
(m/m) % 
PREČIŠČENA 
VODA 
(m/m) % 
SMES 35,0 35,0 30,0 / / 
TK 1 28,0 28,0 24,0 / 20,0 
TK 2 26,0 26,0 23,0 / 25,0 
TK 3 24,5 24,5 21,0 / 30,0 
TK 4 22,5 22,5 20,0 / 35,0 
TK 5 21,0 21,0 18,0 / 40,0 
TK 6 19,0 19,0 17,0 / 45,0 
TK 7 17,5 17,5 15,0 / 50,0 
TK 8 15,5 15,5 14,0 / 55,0 
V/O ME 14,875 14,875 25,5 29,75 15,0 
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Slika 12: Makroskopski videz osmih sistemov tekočih kristalov (LC oz. v besedilu označeni 
kot TK), samoemulgirajočega sistema (SMES) in mikroemulzije V/O (ME). 
4.2 HPLC metoda za analizo askorbilpalmitata 
4.2.1 Optimizacija HPLC metode 
HPLC metoda za analizo AP je bila predhodno že razvita, vendar je nestabilnost AP v mediju 
za pripravo HPLC vzorcev (metanol) in med samo analizo onemogočala zanesljive rezultate, 
zato smo jo optimizirali. Kromatografski pogoji obstoječe HPLC metode so bili naslednji:  
 KOLONA: Nucleosil 100 C18, 125 x 4,0 mm, 5 µm (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 MOBILNA FAZA: metanol/ACN/fosfatni pufer (0,01 M, pH = 3,5) = 75/10/5  
 VOLUMEN INJICIRANJA: 20 µL  
 PRETOK: 1,5 mL/min 
 TEMPERATURA KOLONE: 25 °C ± 1 °C 
 VALOVNA DOLŽINA DETEKCIJE: λ = 254 nm 
 ČAS ANALIZE: 6 min 
Določanje ustrezne koncentracije AP v vzorcih  
V okviru preliminarne študije optimizacije HPLC metode za analizo AP smo najprej določili 
ciljno koncentracijo AP za dosego ustreznih kromatografskih vrhov. Pripravili smo tri različne 
koncentracije standardov AP. Standard AP s koncentracijo 1000 mg/L smo pripravili tako, da 
smo v 10 mL bučko natehtali 10 mg AP in bučko dopolnili do oznake z metanolom. Nato smo 
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standard s koncentracijo 1000 mg/L redčili z metanolom, tako da smo dobili standard s 
koncentracijo 100 mg/L (10-krat redčen) in 40 mg/L (25-krat redčen).  
Po tem, ko smo določili ustrezno koncentracijo (40 mg/L), smo preverili ustreznost odzivov še 
na konkretnih vzorcih, in sicer na dveh skrajnih sistemih TK (TK 1 z najmanjšim in TK 8 z 
največjim deležem vode), V/O ME, IPM-ju ter SMES-u, in sicer brez ali z vgrajenim AP (1 % 
(m/m). Raztopine za HPLC smo nato pripravili tako, da smo natehtali 100 mg vzorca v 25 mL 
bučko in jo do oznake dopolnili z metanolom. Začetna koncentracija AP je bila 10 mg AP/g 
vzorca, kar pomeni, da je bilo v 100 mg vzorca 1 mg AP, torej je koncentracija v 25 mL bučki 
znašala 40 mg/L.  
Izbira ustreznega topila oz. stabilizatorja  
V okviru določanja ustreznega topila za AP, ki bi preprečil njegov razpad, smo stabilnost 
vzorcev z AP po desetih dnevih najprej ovrednotili v metanolu. Izmed raztopin TK 1, TK 8, 
SMES, IPM in V/O ME v metanolu smo določili najmanj stabilno raztopino in ponovno 
pripravili tri paralele ter jih zaporedno injicirali in primerjali odzive. 
Pri izbiri ustreznega stabilizatorja smo preverili, v katerem topilu je AP najbolj stabilen. V ta 
namen smo pripravili pet različnih raztopin s koncentracijo AP 40 mg/L. V 10 mL bučke smo 
odmerili: 
1. 400 µL standarda AP (1000 mg/L) + metanol do oznake (9600 µL) 
2. 400 µL standarda AP (1000 mg/L) + 1 mL raztopine EDTA (3722,4 mg/L) + metanol 
do oznake (8600 µL) 
3. 400 µL standarda AP (1000 mg/L) + 2 mL raztopine askorbinske kisline + metanol do 
oznake (7600 µL); raztopino askorbinske kisline smo pripravili tako, da smo natehtali 
25 mg askorbinske kisline v 50 mL bučko in jo do oznake napolnili z metanolom 
(koncentracija 500 mg/L) 
4. 400 µL standarda AP (1000 mg/L) + 1 mL raztopine BHT + metanol do oznake (8600 
µL); raztopino BHT smo pripravili tako, da smo 25 mg BHT natehtali v 25 mL bučko 
in jo do oznake napolnili z metanolom (koncentracija 1000 mg/L) 
5. 400 µL standarda AP (1000 mg/L) + ACN do oznake (9600 µL) 
Pripravljene raztopine smo takoj po pripravi injicirali dvakrat (1. dan) (in prav tako smo tudi 
naslednji dan dvakrat injicirali isto raztopino (2. dan)), pri čemer smo delež ne razpadlega AP 
izračunali kot razmerje med povprečjem površine pod krivuljo (AUC) 2. dneva in 1. dneva ter 
pomnožili s 100, da smo izrazili stabilnost v odstotkih.  
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Optimizirani kromatografski pogoji HPLC metode 
Optimizirani kromatografski pogoji, ki smo jih v nadaljevanju uporabili za analizo AP pri 
vrednotenju stabilnosti in in vitro sproščanja AP, so bili naslednji: 
 KOLONA: Kinetex XB-C18, 100 x 4,6 mm, 2,6 µm  
 MOBILNA FAZA: 0,05 % mravljinčna kislina/ACN/metanol = 15/40/45 (0,05 % 
mravljinčno kislino smo pripravili tako, da smo v 1 liter ultračiste vode dali 0,5 mL 
mravljinčne kisline) 
 VOLUMEN INJICIRANJA: 20 µL 
 PRETOK: 1 mL/min 
 TEMPERATURA KOLONE: 35 °C 
 VALOVNA DOLŽINA DETEKCIJE: λ = 255 nm 
 ČAS ANALIZE: 7 min 
Dodatno smo v topilo za pripravo raztopin za HPLC analizo (metanol) dodali stabilizator, in 
sicer askorbinsko kislino (200 mg/L).  
4.2.2 Validacija HPLC metode (selektivnost, ponovljivost, točnost, linearnost) 
HPLC metodo smo validirali v skladu s smernicami Mednarodne konference o harmonizaciji 
(ICH) tako, da smo preverili selektivnost, ponovljivost, točnost, linearnost metode in stabilnost 
raztopin AP (32).  
Selektivnost smo preverili na raztopini vzorcev TK  brez vgrajenega AP v topilu, pri čemer smo 
želeli potrditi, da je metoda sposobna zaznati samo iskani analit (AP, pri njegovem retencijskem 
času), ne pa tudi interference iz topila, sestavin vzorcev formulacij, reagentov, nečistot in 
mobilne faze. Ponovljivost smo preverili tako, da smo pripravili pet raztopin TK1 z AP v topilu 
in preverili, ali so odzivi med seboj ponovljivi pod istimi pogoji priprave vzorca. Točnost smo 
določili preko izkoristka, pri čemer smo preveriti, koliko AP se vgradi v vzorec, zato smo 
pripravili tri raztopine TK 1 z AP (+ 1 mL standarda 1000 mg/L) v topilu in tri raztopine brez 
AP (+ 1 mL standarda 1000 mg/L) v topilu. Točnost smo izračunali kot kvocient med razliko 
ugotovljene koncentracije AP v obogatenem (TK 1 z AP + st AP) in neobogatenem (TK 1 z 
AP) vzorcu glede na dodatek standarda v obogaten vzorec (st AP) ter pomnožili s 100, da smo 
dobili odstotek. 
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Vse raztopine za validacijo HPLC metode smo pripravili tako, da smo v 25 mL bučko natehtali 
100 mg vzorca in dopolnili do oznake s topilom (metanol z askorbinsko kislino 200 mg/L). V 
primeru TK 1 z AP smo v bučko dodali še 1 mL standarda AP s koncentracijo 1000 mg/L. 
Linearnost metode smo preverili tako, da smo izdelali umeritveno premico. S tem smo 
preverili, ali so odzivi analita premo sorazmerni z njegovo koncentracijo. Z linearno regresijo 
smo določili enačbo premice ter korelacijski koeficient R2, katerega vrednost mora biti čim 
bližje 1, da potrdimo linearnost. 
Za izdelavo umeritvene premice smo pripravili standarde AP z različnimi koncentracijami. 
Standard AP s koncentracijo 1000 mg/L smo pripravili tako, da smo 10 mg AP natehtali v 10 
mL bučko in jo do oznake dopolnili s topilom. Z ustreznim redčenjem standarda 1000 mg/L 
smo pripravili še standarde s koncentracijami 500, 250 in 100 mg/L (preglednica II), medtem 
ko smo iz standarda 100 mg/L z ustreznim redčenjem pripravili standarde s koncentracijami 75, 
50 (3 paralele), 25, 10, 5 mg/L (preglednica II). Vse standarde smo redčili s topilom.  
Stabilnost AP v raztopinah smo preverili s ponovnim injiciranjem raztopin za vrednotenje 
linearnosti. Stabilnost smo izrazili kot razmerje med odzivoma AP istega vzorca po enem dnevu 
glede na začetni dan, pomnoženo s 100. 
Preglednica II:  Priprava raztopin za vrednotenje linearnosti 
Koncentracija standarda 
(mg/L) 
Standard 1000 mg/L 
(µL) 
Topilo (askorbinska kislina + 
metanol) (µL) 
1000 1000 0 
500 500 500 
250 250 750 
100 500 4500 
75 750 (100 mg/L) 250 
50 500 (100 mg/L) 500 
25 250 (100 mg/L) 750 
10 100 (100 mg/L) 900 
5 50 (100 mg/L) 950 
 
4.3 Vrednotenje stabilnosti askorbilpalmitata 
Pripravljene vzorce (TK 1-TK 8, V/O ME in SMES) smo starali v klimatski komori (tema), 
kjer so bili pogoji 40 °C/75 %  RV. Stabilnost AP smo vrednotili ob času 0, 1., 7., 14., 28., 47. 
in 56. dan. 
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V ustreznih časovnih točkah smo raztopine za HPLC analizo pripravili tako, da smo v 25 mL 
bučko natehtali 100 mg vsake od formulacij in bučko do oznake dopolnili s topilom. Kot topilo 
smo uporabili raztopino askorbinske kisline v metanolu (200 mg/L), pri čemer smo v 500 mL 
bučko natehtali 100 mg askorbinske kisline in bučko do oznake dopolnili z metanolom.  
Ob vsaki časovni točki smo pripravili tudi standard AP s koncentracijo 40 mg/L tako, da smo 
v 25 mL bučko natehtali 1 mg AP in bučko do oznake dopolnili s topilom. 
Za vrednotenje kinetike kemijskih reakcij razgradnje AP smo izračunali konstante reakcijske 
hitrosti, pri čemer smo uporabili podatke do 28. dneva stabilnostne študije. Konstanto 
reakcijske hitrosti za 0. red smo izračunali po enačbi 8: 
   𝑘 =  
[𝑐0]−[𝑐𝑡]
𝑡
                    Enačba 8: Konstanta reakcijske hitrosti 0. reda             
in konstanto reakcijske hitrosti za 1. red smo izračunali po enačbi 9: 
   𝑘 =  
1
𝑡
  𝑙𝑛 
[𝑐0]
[𝑐𝑡]
,                                                                        Enačba 9: Konstanta reakcijske hitrosti 1. reda             
pri čemer je k konstanta reakcijske hitrosti, c0 je začetna koncentracija, ct  je koncentracija pri 
času t in t je čas, prirejeno po (33). 
4.4 In vitro sproščanje askorbilpalmitata (Franz-ove difuzijske celice) skozi umetno 
membrano 
In vitro sproščanje AP iz osmih sistemov TK smo vrednotili s pomočjo Franz-ovih difuzijskih 
celic, pri čemer smo najprej izbrali ustrezen RM in membrano ter zagotovili »sink pogoje«. Za 
vsak sistem TK smo naredili šest ponovitev. 
Izbira optimalnih pogojev sproščanja 
Pri izbiri optimalnih pogojev in vitro testiranja sproščanja je pomembno, da izberemo ustrezen 
RM in membrano, tako da bosta omogočala primerno difuzijo učinkovine. Umetna membrana 
mora predstavljati ustrezno bariero med nosilnim sistemom in RM, RM pa mora zagotavljati 
ustrezno solubilizacijo, stabilnost in enakomerno porazdelitev učinkovine. 
V okviru preliminarne študije smo izbrali optimalen RM in membrano tako, da smo sproščanje 
izvedli z dvema različnima acetat celuloznima membranama (z velikostjo por 0,2 µm in 0,45 
µm) in tremi različnimi RM z različnim razmerjem (V/V) med metanolom in ultračisto vodo, 
in sicer 85/15 (V/V), 70/30 (V/V), 50/50 (V/V), pri čemer smo v vsakega izmed RM dodali 
askorbinsko kislino (200 mg/L) kot stabilizator. 
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Preverili smo tudi nasičeno topnost AP, saj je le-ta pomembna pri določanju »sink pogojev«, 
ki morajo biti zagotovljeni pri vrednotenju sproščanja. V čašo smo dali približno 10 mL 
izbranega RM (metanol/ultračista voda= 85/15 (V/V)) in presežek AP ter vsebino mešali na 
magnetnem mešalu približno 7 ur. Nato smo v centrifugirko prelili približno 5 mL vsebine iz 
čaše ter 10 minut centrifugirali pri 3500 rpm. Supernatant smo odpipetirali v čašo in ga 2-krat 
filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,45 µm ter pripravili 10-krat redčen vzorec (100 µL 
supernatanta + 900 µL RM). Tako pripravljen vzorec smo analizirali s HPLC metodo. Poskus 
smo naredili v dveh paralelah. 
Priprava Franz-ovih difuzijskih celic in vzorčenje 
V receptorski del Franz-ove difuzijske celice smo dali magnet ter ga napolnili z izbranim RM 
(med 8 in 9 mL). Membrano, ki smo jo predhodno 24 ur namakali v vodi, smo namestili med 
receptorski in donorski del ter oba dela pričvrstili skupaj. Na membrano smo natančno natehtali 
približno 400 mg sistema TK in odstranili morebitne mehurčke zraka pod membrano ter Franz-
ove difuzijske celice postavili na magnetno mešalo (slika 13). Vzorčili smo v šestih časovnih 
točkah, in sicer pri času 0,5, 1, 2, 4, 6 in 8 ur, pri čemer je bil volumen odvzetega medija 800 
µL (razen v primeru dodatnih redčitev, kjer je bil 750 µL) in enako količino tudi vračali. V 
določenih časovnih točkah so vzorci postali motni, zato smo le-te redčili z RM v razmerju 1/1.  
 
Slika 13: Izvedba poskusa s Franz-ovimi celicami.  
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Ob seriji vzorcev v istem dnevu smo na enak način kot pri vrednotenju stabilnosti, pripravili 
standard AP (koncentracija 40 mg/L). 
4.4.1 Izračun sproščenega askorbilpalmitata 
Količino sproščenega AP v posamezni časovni točki smo izračunali s pomočjo izdelane 
umeritvene premice. Iz enačbe umeritvene premice 𝑦 = 18,802 ∗ 𝑥 − 53,665 smo najprej 
izračunali koncentracijo AP v posamezni časovni točki (enačba 10), pri čemer smo uporabili 
dobljeno površino pod krivuljo (AUC) za AP: 
  𝑐𝐴𝑃 =
𝐴𝑈𝐶𝐴𝑃+53,665
18,802
                                                          Enačba 10: Izračun koncentracije AP 
 
cAP  koncentracija AP (mg/L) 
AUCAP odziv – površina kromatografskega vrha AP 
Nato smo izračunali kumulativno maso sproščenega AP po enačbi 11: 
  𝑚𝐴𝑃 = 𝑐𝐴𝑃 ∗ 𝑉𝑅𝑀 + ∑(𝑐𝐴𝑃𝑖 ∗ 𝑉𝑉𝑍)      Enačba 11: Izračun kumulativne mase sproščenega AP 
 
mAP  kumulativna masa sproščenega AP v dejanskem volumnu RM (mg) 
cAP  koncentracija sproščenega AP v zadnji časovni točki (mg/mL) 
VRM  volumen receptorskega medija po vzorčenju, ki je enak začetnemu volumnu 
(mL) 
cAPi koncentracija sproščenega AP v predhodnih časovnih točkah (mg/mL) 
VVZ  volumen vzorčenja (mL) 
Po enačbi 12 smo izračunali, kakšna je masa AP v zatehti TK (vgradili smo 1 % (m/m) AP): 
  𝑚𝐴𝑃 𝑧𝑎𝑡 = 0,01 ∗ 𝑚𝑇𝐾                                                                Enačba 12: Masa AP v zatehti 
 
mAP zat  masa AP v zatehti TK 
mTK  masa TK, ki smo jih natehtali na membrano 
Odstotek mase sproščenega AP smo izračunali po enačbi 13: 
  % 𝑠𝑝𝑟. 𝐴𝑃 =
𝑚𝐴𝑃 
𝑚𝐴𝑃 𝑧𝑎𝑡
∗ 100                                    Enačba 13: Odstotek mase sproščenega AP 
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mAP  kumulativna masa sproščenega AP 
mAP zat masa AP v zatehti TK 
4.4.2 Izračun faktorja razlike f1 in faktorja podobnosti f2 
Glede na enačbo 6 in enačbo 7 smo izračunali faktor razlike f1 in faktor podobnosti f2. V našem 
primeru krivulje nismo opredelili kot referenčne oz. testne, ampak smo krivulje posameznih 
sistemov tekočih kristalov med seboj primerjali. Če je vrednost faktorja f1 med 0 in 15, sta 
profila sproščanja med seboj podobna, večjo podobnost pa imamo, kadar je faktor f1 bližje 0. V 
primeru faktorja podobnosti f2 sta profila sproščanja med seboj podobna, če je vrednost faktorja 
f2 med 50 in 100, večjo podobnost pa imamo, kadar je faktor f2 bližje 100.  
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
V okviru magistrske naloge smo želeli ovrednotiti stabilnost ter in vitro sproščanje AP 
vgrajenega v osem sistemov TK, primerjalno pa tudi v SMES in V/O ME. Sisteme TK smo 
izdelali v skladu s psevdo-trikomponentnim faznim diagramom za sistem (lecitin/Tween 80 = 
1/1)/izopropilmiristat/voda (slika 11). Izdelani sistemi so se nahajali na isti razredčitveni 
premici, pri čemer so imeli konstantno razmerje emulgatorske zmesi in lipofilne faze ob 
naraščajočem deležu vode kot hidrofilne faze. Zgolj zmes lipofilne faze in emulgatorske zmesi 
opredelimo kot SMES, v primeru ME pa gre za zmes lipofilne faze, emulgatorske zmesi ter 
vode kot hidrofilne faze, vendar je v emulgatorski zmesi poleg Tween-a 80 in lecitina prisoten 
še koemlugator (butanol). V vse izbrane sisteme (TK, V/O ME in SMES) smo vgradili 1 % 
(m/m) AP.  
5.1 HPLC metoda za analizo askorbilpalmitata 
Za analizo AP v vzorcih smo uporabili prilagojeno HPLC metodo, ki smo jo ustrezno 
optimizirali in validirali. Predhodno razvita HPLC metoda namreč ni omogočala nedvoumne 
kvantifikacije AP, saj je bil le-ta nestabilen v topilu za raztapljanje vzorcev za nadaljnjo analizo 
(34). V okviru naloge smo zato optimizirali kromatografske pogoje in pripravo vzorcev za 
HPLC.  
5.1.1 Optimizacija HPLC metode  
Določanje primerne koncentracije AP v vzorcih 
V okviru preliminarne študije smo na podlagi treh različnih koncentracij standardov AP (1000 
mg/L, 100 mg/L in 40 mg/L) določili, da ustrezne kromatografske vrhove dobimo pri 
koncentraciji 40 mg/L, saj so bili odzivi pri ostalih dveh koncentracijah previsoki. Ustreznost 
kromatografskih vrhov smo potrdili tudi z rezultati na dveh skrajnih sistemih TK (TK 1 z 
najmanjšim in TK 8 z največjim deležem vode), SMES, IPM in ME z in brez vgrajenega AP. 
V teh vzorcih namreč ni bilo interferenc, ki bi motile kvantifikacijo AP. 
Izbira ustreznega topila oz. stabilizatorja 
Pred izbiro ustreznega topila za pripravo raztopin formulacij smo najprej preverili stabilnost 
vzorcev z vgrajenim AP, ki so bili starani deset dni (v hladilniku) tako, da smo jih raztopili le 
v metanolu. Iz rezultatov smo ugotovili, da je AP vgrajen v TK 8 najmanj stabilen, prav tako 
pa je bil v vseh primerih odziv pri drugem injiciranju nižji kot pri prvem injiciranju istega 
vzorca (preglednica III). Zato smo ponovno pripravili tri raztopine TK 8 z metanolom in jih 
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zaporedno analizirali (preglednica IV). Ugotovili smo, da ima zadnja pomerjena raztopina 
precej nižjo površino pod krivuljo (AUC) od prve, kar nedvoumno potrjuje nestabilnost AP v 
metanolu, zaradi česar smo se odločili, da bomo stabilnost AP skušali izboljšati z dodatkom 
stabilizatorja oz. ustrezno optimizacijo topila. 
Preglednica III: Površina pod krivuljo (AUC) pri HPLC analizi vzorcev z askorbilpalmitatom 
po 1. in 2. zaporednem injiciranju. 
VZOREC AUC (1. injiciranje) AUC (2. injiciranje) 
TK 1 598,2 586,7 
TK 8 475,0 467,4 
SMES 616,6 605,5 
IPM 773,3 680,5 
ME 617,4 567,4 
 
Preglednica IV: Površina pod krivuljo (AUC) treh zaporednih injiciranj sistema TK 8 z 
vgrajenim askorbilpalmitatom. 
VZOREC AUC 
TK 8 1 566,7 
TK 8 2 563,2 
TK 8 3 516,9 
 
V namen izbire ustreznega topila oz. stabilizatorja AP smo pripravili pet različnih raztopin, in 
sicer raztopino standarda AP v metanolu, raztopino standarda AP z EDTA v metanolu, 
raztopino standarda AP z askorbinsko kislino v metanolu, raztopino standarda AP z BHT v 
metanolu in raztopino standarda AP v ACN. Z vidika stabilizacije AP se je kot najboljša izbira  
izkazal metanol z askorbinsko kislino, saj je bil delež ne razpadlega AP po enem dnevu 96,2 
%, sledila je raztopina EDTA v metanolu (91,4 % AP), metanol brez stabilizatorja (65,9 % AP), 
raztopina BHT v metanolu (57,9 % AP) in ACN brez stabilizatorja (27,0 % AP) (preglednica 
V). Glede na dobljene rezultate smo zaključili, da je izmed testiranih stabilizatorjev (EDTA, 
askorbinska kislina, BHT) askorbinska kislina najboljši stabilizator AP. Prav tako smo preverili 
stabilnost AP v metanolu oz. ACN brez stabilizatorja, pri čemer se je AP izkazal za bolj 
stabilnega v metanolu, zato smo se odločili za to topilo. Torej, za nadaljnje delo smo pri pripravi 
standardov in raztopin za HPLC analizo kot topilo uporabili metanol z askorbinsko kislino (0,02 
% (m/V)) v vlogi stabilizatorja. 
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Preglednica V: Povprečna površina pod krivuljo (AUC) raztopin 1, 2, 3, 4 in 5 ob pripravi 
(povprečje 1) in po enem dnevu (povprečje 2) ter stabilnost AP  
Raztopina Povprečje 1 Povprečje 2 
Stabilnost 
(%) 
Standard AP v metanolu (1) 642,0 423,3 65,9 
Standard AP z EDTA v metanolu (2) 724,7 662,4 91,4 
Standard AP z askorbinsko kislino v 
metanolu (3) 
671,1 645,6 96,2 
Standard AP z BHT v metanolu (4) 704,1 407,8 57,9 
Standard AP v ACN (5) 606,5 164,0 27,0 
 
5.1.2 Validacija HPLC metode (selektivnost, ponovljivost, točnost, linearnost) 
HPLC metodo smo ovrednotili tako, da smo potrdili selektivnost, ponovljivost, točnost in 
linearnost metode. Selektivnost metode je bila dokazana, saj se pri retencijskem času AP ni 
eluirala nobena druga komponenta iz formulacije ali topila (slika 14). Prav tako smo potrdili 
ponovljivost metode, saj je relativni standardni odklon (RSD) meritev po petkratni pripravi 
vzorcev znašal manj kot 1 % (preglednica VI), kar pomeni, da so meritve med seboj primerljive. 
Točnost metode smo potrdili preko izkoristka, saj smo v vseh treh primerih dobili približno 
enako količino vgrajenega AP v vzorcu, prav tako je bil RSD nizek (preglednica VI). Linearnost 
metode smo preverili tako, da smo izdelali umeritveno premico, pri čemer smo linearnost 
potrdili s korelacijskim koeficientom iz umeritvene premice, ki je znašal 0,9996 (slika 15). 
Raztopine z AP so v izbranem topilu stabilne vsaj en dan (vsebnost se v povprečju zmanjša za 
manj kot 2%). 
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Slika 14: Prekrita kromatograma raztopin TK 1 brez AP (modra) in TK 1 z AP (rdeča) v 
metanolu z askorbinsko kislino (200 mg/L). Kromatografski vrh pri retencijskem času približno 
4,8 min pripada AP, kromatografski vrh pri približno 1 min pa pripada stabilizatorju-
askorbinski kislini. 
 
Preglednica VI: Validacijski podatki za HPLC metodo 
VZOREC 
ŠT. 
VZORCA 
AUC 
POVPREČJE 
AUC 
SD RSD (%) 
TK 1 (z AP) 
1 602,4 
601,8 2,4 0,39 
2 604,3 
3 603,0 
4 598,1 
5 601,0 
TK 1* (z AP) 
1 763,7 
762,1 2,1 0,28 2 759,7 
3 762,9 
TK 1 (z AP + standard 
AP) 
1 1516,4 
1531,0 12,9 0,84 2 1535,8 
3 1540,9 
standard AP 
1 
2 
3 
918,8 
923,3 
937,2 
926,4 9,6 1,03 
Točnost (%)                                                                               100,3 
Stabilnost (%) 1d                                                                   95,0-103,4 
*drugi vzorec kot pri ponovljivosti 
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Slika 15: Umeritvena premica za askorbilpalmitat (površina pod krivuljo (AUC) (po dveh urah) 
v odvisnosti od koncentracije standarda AP, ena ponovitev). 
5.2 Vrednotenje stabilnosti askorbilpalmitata 
Znano je, da je AP - kljub temu, da je bolj stabilen derivat vitamina C in se veliko uporablja v 
izdelkih za nanos na kožo - zelo nestabilen antioksidant. Zaradi razgradnje AP se njegova 
koncentracija v izdelku zmanjša in po določenem času AP v izdelku ni več prisoten ali pa je 
prisoten v zelo nizkih koncentracijah, kar pomeni, da se tudi učinek AP izgubi oz. zmanjša. Z 
namenom izboljšanja stabilnosti AP so bile narejene razne študije, v katerih so AP vgradili v 
različne koloidne nosilce, kot so ME, SLN, liposomi, nanoemulzije (NE), vendar v nobeni 
izmed študij niso potrdili dolgoročne stabilnosti AP v nobenem izmed testiranih nosilnih 
sistemov (23, 28, 30).  
V okviru magistrske naloge smo ovrednotili pospešeno (tj. v obdobju 56 dni) stabilnost AP v 
sistemih TK s potrjeno lamelarno strukturo, pri čemer je bilo razmerje lipofilnih snovi in PAS 
konstantno ob naraščajočem deležu vode kot hidrofilne faze. Zanimalo nas je predvsem, ali 
vgradnja AP v lamelarno strukturo in ustrezno višja viskoznost v primerjavi s klasičnimi 
koloidno nosilnimi sistemi, kot so mikroemulzije, prispeva k večji stabilnosti AP. 
Stabilnostno študijo smo izvedli v klimatski komori pri 40 °C in 75 % RV, brez prisotnosti 
svetlobe, pri čemer smo stabilnost AP vrednotili 0., 1., 7., 14., 28., 47., 56. dan. Rezultate 
stabilnostne študije nismo vrednotili do zadnje časovne točke, saj so zaradi obsežnega obsega 
nestabilnosti AP v kasnejših časih, možne avtokatalizne reakcije in sekundarne reakcije 
nestabilnosti ter stabilnost tako ni več napovedljiva. Rezultati po 28. dnevu niso bili več 
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relevantni in jih tudi nismo upoštevali za izračun konstant reakcijske hitrosti. Po 28 dneh 
staranja vzorcev je bilo v TK 1 (najmanjši delež vode) 52,1 % ne razpadlega AP v TK 8 
(največji delež vode) pa 29,3 % ne razpadlega AP (preglednica VII, slika 16). Rezultati so 
potrdili našo predpostavko, da bo stabilnost AP padala z večanjem deleža vode, in sicer od TK 
1 proti TK 8. Špiclin in sodelavci (2001) so v študiji opisali, da je razlog v porazdelitvi molekule 
AP. V študiji so proučevali V/O in O/V ME. Ugotovili so, da je palmitinski del AP obrnjen 
proti lipofilni fazi, medtem ko je ciklični obroč, ki je občutljiv na oksidacijo, obrnjen proti 
hidrofilni fazi. Kljub temu da je kisik bolje topen v lipofilni fazi, je pomembno samo koliko 
kisika se raztopi v hidrofilni fazi, saj je del, ki je občutljiv na oksidacijo, porazdeljen po slednji. 
Zaključili so, da se v formulaciji z večjim deležem vode (O/V ME) raztopi več kisika napram 
formulaciji z manjšim deležem vode (V/O ME), kar vpliva na večjo razgradnjo AP (16). V 
primeru lamelarnih TK moramo upoštevati, da gre za izmenjujoče dvosloje, kjer niso prisotne 
kapljice, ampak lamele, zato je porazdelitev AP drugačna. AP je amfifilna molekula, ki se delno 
porazdeli v področju hidrofilnih glav, delno pa v interlamelarnem področju. Predpostavili smo, 
da z večanjem deleža vode v sistemih TK narašča delež vode v interlamelarnem področju in 
posledično se raztopi več kisika, ki povzroči razgradnjo AP (1). 
Iz rezultatov celotne stabilnostne študije lahko razberemo, da je bil po enem tednu delež ne 
razpadlega AP v formulacijah med 60 in 80 % (m/m), po dveh tednih med 50 in 70 % (m/m) in 
po 28 dnevih med 30 in 50 % (m/m). V grobem je do 28. dneva z večanjem deleža vode v TK 
stabilnost padala. Kinetika kemijskih reakcij razgradnje AP je bolje sledila 1. redu kot 0. redu, 
saj je bil R2 bližje 1. Pri kinetiki 1. redu je hitrost reakcije sorazmerna s koncentracijo AP, in 
sicer pri večji koncentraciji bo reakcija hitrejša. Pri obeh redih kinetike pa je viden enak trend, 
in sicer padajoča stabilnost od TK 1 proti TK 8 (preglednica VIII). Prav tako je razvidno iz 
konstante, da je AP v SMES-u najmanj stabilen, stabilnost AP v V/O ME pa lahko uvrstimo 
med TK in SMES (preglednica VIII). Iz slike 17 je razvidno, da se z večanjem deleža vode v 
TK veča tudi konstanta reakcijske hitrosti, posledično pa stabilnost AP v TK pada. 
Če najbolj stabilna sistema TK 1 in TK 2 (20 in 25 % (m/m) vode v sestavi) primerjamo s 
SMES-om, ki v svoji sestavi nima vode, lahko razberemo, da je do 28. dneva AP v SMES-u 
manj stabilen. Iz tega lahko sklepamo, da je AP bolj stabilen v TK kot pa v sami zmesi lipofilnih 
snovi in PAS. Razlog temu je najverjetneje večja viskoznost TK 1 in TK 2 (47,3 (TK 1) oz. 
18,9 (TK 2) Pas pri 25 °C) glede na SMES (8,2 Pas pri 25 °C) (35) zaradi tvorbe vodikovih 
vezi med vodo in lecitinom ter posledičnim nabrekanjem lecitina (32). Če stabilnost AP v TK 
1 in TK 2 primerjamo z V/O ME lahko opazimo, da je AP do 28. dneva manj stabilen v V/O 
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ME, kar je najverjetneje posledica nižje viskoznosti ME (4,4 Pas pri 25 °C) (32) glede na TK 1 
in TK 2 (47,3 (TK 1) oz. 18,9 (TK 2) Pas pri 25 °C) (35), kar omogoča lažjo difuzijo kisika do 
AP in s tem večjo nestabilnost slednjega. 56. dan pa je delež ne razpadlega AP v V/O ME (13,4 
± 0,3 % (m/m)) višji v primerjavi z nekaterimi TK, kar bi lahko bila posledica vpliva butanola, 
ki zmanjša medfazno napetost in s tem izboljša termodinamsko stabilnost ME, kar se kaže v 
počasnejšem upadanju stabilnosti AP v V/O ME od 28. dneva dalje. Prav tako je 56. dan delež 
nerazpadlega AP v SMES-u višji kot pri nekaterih TK. Vendar so v primeru V/O ME in SMES 
v zadnjih časovnih točkah vrednosti pod 10 %, kar ni relevantno. 
Preglednica VII: Stabilnost (%) in standardni odklon (SD) posameznega sistema ob času 0, 1., 
7., 14., 28., 47. in 56. dan (rezultati podani kot povprečje dveh ponovitev pri posameznem 
sistemu z izjemo SMES-a, kjer je upoštevano povprečje štirih ponovitev) 
VZOREC/ČAS t = 0 d t = 1 d t = 7 d t = 14 d t = 28 d t = 47 d t = 56 d 
TK 1 100,0 
97,8  
± 0,5 
75,7 
± 0,1 
66,6 
± 0,1 
52,1 
± 0,8 
28,0 
± 0,3 
14,8 
± 0,4 
TK 2 100,0 
101,6 
± 0,1 
78,7 
± 0,0 
67,0 
± 0,1 
51,0 
± 1,1 
19,8 
± 0,3 
10,6 
± 0,1 
TK 3 100,0 
100,5 
± 0,5 
78,9 
± 0,1 
65,0 
± 0,3 
45,6 
± 1,2 
12,4 
± 0,1 
6,4 
± 0,2 
TK 4 100,0 
100,4 
± 0,6 
78,1 
± 0,4 
64,7 
± 0,1 
39,8 
± 0,1 
4,7 
± 0,1 
3,0 
± 0,1 
TK 5 100,0 
96,8 
± 1,2 
73,6 
± 0,2 
59,9 
± 0,1 
35,9 
± 0,3 
4,5 
± 0,0 
2,7 
± 0,1 
TK 6 100,0 
97,6 
± 0,7 
69,0 
± 0,7 
56,7 
± 0,8 
33,6 
± 0,4 
6,7 
± 0,0 
4,2 
± 0,1 
TK 7 100,0 
97,1 
± 1,0 
67,5 
± 1,7 
57,3 
± 0,4 
32,5 
± 0,3 
5,8 
± 0,2 
4,2 
± 0,0 
TK 8 100,0 
94,5 
± 0,1 
62,3 
± 0,6 
49,7 
± 1,3 
29,3 
± 0,2 
6,7 
± 0,1 
4,3 
± 0,0 
SMES 100,0 
98,1 
± 18,2 
53,2 
± 9,3 
43,6 
± 0,8 
30,1 
± 5,8 
13,7 
± 0,6 
10,0 
± 0,6 
V/O ME 100,0 
95,5 
± 1,9 
68,7 
± 0,1 
61,2 
± 0,2 
40,1 
± 0,3 
18,2 
± 0,5 
13,4 
± 0,3 
 
 39 
 
 
Slika 16: Primerjava stabilnosti askorbilpalmitata v posameznih sistemih ob času 0, 1., 7., 14., 
28., 47. in 56. dan. 
Preglednica VIII: Konstante reakcijske hitrosti (k) in R2 za 0. in 1. red kinetike kemijskih 
reakcij (za izračun so uporabljeni podatki do 28. dneva stabilnostne študije) 
  k (0. red) R2 k (1. red) R2 
TK 1 1,702 0,915 0,023 0,959 
TK 2 1,820 0,934 0,025 0,974 
TK 3 2,000 0,960 0,029 0,992 
TK 4 2,193 0,976 0,033 0,997 
TK 5 2,275 0,965 0,036 0,997 
TK 6 2,365 0,940 0,039 0,990 
TK 7 2,381 0,938 0,040 0,987 
TK 8 2,475 0,905 0,043 0,980 
SMES 2,504 0,803 0,043 0,904 
ME 2,075 0,921 0,032 0,973 
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Slika 17: Vrednost konstante reakcijske hitrosti 1. reda glede na delež vode v osmih sistemih 
tekočih kristalov (za izračun so uporabljeni podatki do 28. dneva stabilnostne študije).  
Vpliv različne viskoznosti na stabilnost AP lahko potrdimo tudi s primerjavo naših rezultatov 
z rezultati, ki so jih pridobili Špiclin in sodelavci (2001) v stabilnostni študiji AP, v kateri so v 
različne tipe ME (O/V in V/O) vgradili različne koncentracije AP (0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,50, 
2,00 % (m/m)). Študijo so izvedli na sobni temperaturi (22 ± 1 °C) v temi. V primeru vgradnje 
AP v koncentraciji 1 % (m/m), je delež ne razgrajenega AP po 28 dneh znašal 19,0 ± 0,5 % 
(m/m) za ME tipa V/O oz. 12,8 ± 1,0 % (m/m) za ME tipa O/V (16). Če primerjamo rezultate 
z našo študijo, kjer so bili vzorci izpostavljeni višji temperaturi in višji RV (40 °C, 75 % RV) 
ter prav tako v temi, je bila stabilnost AP vgrajenega v TK po 28 dneh višja (od 29,3 ± 0,2 % 
(m/m) do 52,1 ± 0,8 % (m/m)). Pričakovali bi, da bo stabilnost AP pri višji temperaturi nižja, 
saj ta dejavnik pospešuje oksidacijo. Kot že omenjeno je razlog za boljšo stabilnost, kljub bolj 
neugodnim pogojem shranjevanja, najverjetneje v različni viskoznosti TK in ME. Glede na 
predhodne študije je bila viskoznost pri vseh omenjenih ME manjša kot 1 Pas (20 °C) (36), 
medtem ko je viskoznost TK 1-TK 8 v naši študiji, med 18,9 in 155,0 Pas (25 °C) (35). Zaradi 
večje viskoznosti TK je AP bolj zaščiten, saj poteka difuzija kisika počasneje kot pa v primeru 
tekočih ME zaradi česar je difuzija kisika lažja. 
Űner in sodelavci (2005) so izvedli stabilnostno študijo, v kateri so 1 % (m/m) AP vgradili v 
SLN, NLC in NE, vzorce pa so starali pri 40 °C. Po treh mesecih je delež ne razgrajenega AP 
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v SLN znašal 48,2 ± 1,2 % (m/m), v NLC 59,2 ± 0,6 % (m/m) in v NE 50,2 ± 0,3 % (m/m) 
(37). Delež ne razgrajenega AP v TK je bil v naši študiji že po približno dveh mesecih med 2,7 
± 0,1 % (m/m) in 14,8 ± 0,4 % (m/m). Če rezultate omenjene študije primerjamo z rezultati, ki 
smo jih dobili v 56-dnevni stabilnostni študiji pri 40 °C in 75 % RV, lahko rečemo, da je 
stabilnost AP višja, kadar je le-ta vgrajen v SLN, NLC in NE. Slednji so namreč trdni sistemi, 
zaradi česar je seveda difuzija kisika do vgrajenega AP preprečena.  
Glede na rezultate, ki smo jih pridobili v okviru pospešene stabilnostne študije, lahko 
zaključimo, da TK z nižjim deležem vode omogočajo ustrezno zaščito AP in s tem stabilnost 
slednjega ter tako predstavljajo potencialno ustrezen dermalni nosilni sistem, k čemur dodatno 
botruje njihova ugodna konsistenca. 
5.3 In vitro sproščanje askorbilpalmitata skozi umetno membrano z uporabo Franz-ovih 
difuzijskih celic 
Vrednotenje in vitro sproščanja AP nam poda informacijo o načinu, hitrosti in obsegu 
sproščanja, s čimer lahko napovemo, kakšna bo absorpcija AP v krvni obtok. In vitro sproščanje 
AP iz osmih sistemov TK smo vrednotili s pomočjo Franz-ovih difuzijskih celic, pri čemer smo 
za vsak sistem TK naredili šest ponovitev. Nato smo izračunali količino sproščenega AP in 
profile sproščanja primerjali med seboj. 
5.3.1 Izbira optimalnih pogojev sproščanja  
Pri in vitro testiranju sproščanja je pomembna izbira ustreznega RM in membrane. RM in 
membrana morata omogočati primerno difuzijo učinkovine, pri čemer pri testiranju sproščanja 
umetne membrane predstavlja bariero med nosilnim sistemom in RM, RM pa mora zagotavljati 
ustrezno solubilizacijo, stabilnost in enakomerno porazdelitev učinkovine. 
Ustrezen RM in membrano smo izbrali na podlagi preliminarnega vrednotenja in vitro 
sproščanja AP iz sistema TK 1 v različnih RM in pri uporabi različnih membran. V preglednici 
IX so podane AUC vrednosti pri določenih časovnih točkah v primeru membran z velikostjo 
por 0,2 µm oz. 0,45 µm ter tremi tri različnimi RM glede na razmerje (V/V) med metanolom in 
ultračisto vodo, in sicer 85/15, 70/30, 50/50 (v vse RM smo vgradili askorbinsko kislino kot 
stabilizator). 
V RM z volumskim razmerjem metanola in vode 50/50 se AP, pri obeh velikostih por, začne 
sproščati zelo pozno (pri 4. in 6. uri), prav tako se v obeh primerih sprosti relativno majhna 
količina vgrajenega AP. Tudi v RM, kjer je bilo volumsko razmerje metanola in vode 70/30, se 
je pri obeh velikostih membrane AP začel sproščati šele pri 1. uri.  
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Nasprotno pa se je v primeru RM z volumskim razmerjem metanola in vode 85/15 AP pri obeh 
velikostih por začel sproščati že pri 30 minutah, prav tako je bila količina sproščenega AP večja 
v primerjavi z ostalima RM. Omenjeni medij ter membrano z velikostjo por 0,45 µm, kjer se je 
tudi sprostilo največ AP, smo tako izbrali za nadaljevanje in vitro testov sproščanja.  
Določili smo nasičeno topnost AP v izbranem RM (metanol/ultračista voda = 85/15 (V/V), saj 
predstavlja ključen podatek za določanje »sink pogojev«, katerim moramo zadostiti pri 
vrednotenju sproščanja. Nasičena topnost AP je znašala 21,9 mg/mL RM, kar pomeni 197,1 
mg/ 9 mL RM (povprečen volumen Franz-ovih difuzijskih celic). Da zadostimo »sink 
pogojem« mora biti volumen RM vsaj trikrat večji od volumna, ki je potreben za nastanek 
nasičene raztopine oz. v donorski del ne smemo natehtati več kot 10 % (največ 30 %) nasičene 
topnosti AP kar v našem primeru pomeni, da v donorski del ne smemo natehtati več kot ~ 20 
oz. ~ 60 mg AP. V donorski del smo tehtali 400 mg formulacije, v katero smo vgradili 1 % 
(m/m) AP, kar pomeni, da smo imeli v donorskem delu približno 4 mg AP in smo zadostili 
»sink pogojem«.
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Preglednica IX: Površina pod krivuljo (AUC) za AP pri času 0,5, 1, 2, 4 in 6 urah (uporaba treh različnih receptorskih medijev in membrane s 
porami velikosti 0,2 µm oz. 0,45 µm) 
 
 
 
Čas 
vzorčenja 
(h) 
Membrana: 
0,2 µm 
 
RM: 
metanol/voda =  
85/15 
Membrana: 
0,2 µm 
 
RM: 
metanol/voda =  
70/30 
Membrana: 
0,2 µm 
 
RM: 
metanol/voda =  
50/50 
Membrana: 
0,45 µm 
 
RM: 
metanol/voda =  
85/15 
Membrana: 
0,45 µm 
 
RM: 
metanol/voda = 
70/30 
Membrana: 
0,45 µm 
 
RM: 
metanol/voda = 
50/50 
0,5 29,9 0 0 36,1 0 0 
1 136,6 1,3 0 291,1 1,4 0 
2 348,8 2,5 0 753,0 6,5 0 
4 700,9 146,7 0 1897,1 142,6 1,3 
6 710,4 210,5 1,2 1860,7 451,3 3,6 
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5.3.2 Količina sproščenega askorbilpalmitata in primerjava profilov sproščanja 
V vsaki časovni točki smo izračunali količino AP, ki se je sprostil iz posameznega sistema TK 
in dobljene profile sproščanja primerjali med seboj.  
V preglednici X so prikazani deleži sproščenega AP iz posameznih sistemov TK v osmih urah; 
iz TK 1 se je sprostilo 17,8 %, iz TK 2 18,0 %, iz TK 3 12,5 %, iz TK 4 15,5 %, iz TK 5 11,3 
%, iz TK 6 11,8 %, iz TK 7 13,5 % in iz TK 8 11,1 %. V grobem je sproščanje razdeljeno na 
dva dela, in sicer sistemi TK 1-TK 4 (20-35 % (m/m) vode), ki se nahajajo na začetku 
razredčitvene premice, imajo podobno sproščanje (z izjemo TK 3), prav tako drugi štirje sistemi 
TK 5 do TK 8 (40-55 % (m/m) vode) na koncu razredčitvene premice (z izjemo TK 7). AP se 
je iz sistemov z nižjim deležem vode (TK 1-TK 4) sprostil v večjem obsegu (od ~12,5 do 18 % 
AP), medtem ko se je iz sistemov z višjim deležem vode (TK 5-TK 8) sprostilo od ~11 do 14 
% AP. Največ AP se je sprostilo iz TK 2, najmanj pa iz TK 8. Predvidevamo, da so razlike v 
sproščanju posledica razlik v deležu vode, ki pa pomembno vplivajo na notranjo strukturo, 
natančneje interlamelarno razdaljo ter seveda tudi viskoznost (37, 34) 
V študiji, ki so jo naredili Gosenca in sodelavci (2013) so z izdelavo psevdo-trikomponentnega 
faznega diagrama za sistem (lecitin/Tween 80 = 1/1)/IPM/voda potrdili nastanek lamelarnih 
TK, kadar imamo v sestavi 15-55 % vode in 12,5 do 35 % IPM-ja (1). Sistemi, uporabljeni v 
naši študiji, se nahajajo v tem področju, prav tako je bila lamelarna struktura natančno potrjena 
in ovrednotena s komplementarnimi metodami za sisteme TK 1-TK 8 (Gosenca in sodelavci, 
2017) (39). Kot so Gosenca in sodelavci (2013) dokazali v zgoraj omenjeni študiji, se pri TK 
brez AP z večanjem razmerja med deležem vode in PAS viskoznost ter interlamelarna razdalja 
povečujeta (od TK 1 proti TK 8) kot posledica tvorbe vodikovih vezi med lecitinom in vodo 
(vpliv na povečanje viskoznosti) in nabrekanja lecitina (vpliv na povečevanje razdalje med 
plastmi) (1). Pri TK z vgrajenim AP pa so dokazali, da vpliv vode na viskoznost ni bil tako 
neposreden (35), kar je lahko posledica vgradnje AP, ki je vplival na urejanje lamelarnih 
struktur. AP je podobna amfifilna molekula kot Tween 80 (velik polarni del in enojna lipofilna 
veriga), ki zmanjša ureditveni parameter v mešanici Tween 80/lecitin, kar povzroči fazne 
prehode, pri čemer lahko lamelarna faza preide v heksagonalno ali micelarno fazo, ki imata 
drugačno viskoznost in posledično sproščanje (1). Vendar kljub temu, da vpliv vode na 
viskoznost sistemov TK z vgrajenim AP ni bil tako neposreden, lahko viskoznost glede na delež 
vode v sistemih v grobem razdelimo na dva dela. Sistemi z nižjim deležem vode (TK 1-TK 4) 
so imeli nižjo viskoznost (18,9-47,3 Pas) v primerjavi s sistemi z večjim deležem vode (TK 5-
TK 8), ki so imeli višjo viskoznost (73,3-155,0 Pas) (35), in posledično manjšo količino 
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sproščenega AP. Namreč, večja viskoznost v sistemih TK 5-TK 8 upočasni difundiranje AP, 
kar vodi v manjšo količino sproščenega AP. Izjema je TK 7, kjer je možen razlog za večjo 
količino sproščenega AP tvorba dodatnih micelarnih struktur, ki jih lahko tvori AP pri višjem 
deležu vode (več kot 45 %) (40). Prav tako so z večanjem deleža vode lamele postale manj 
izrazite ob sočasni prisotnosti micelov, in posledično je bila tudi količina sproščenega AP 
manjša (1). 
Na sliki 18 so prikazani profili sproščanja AP za omenjenih osem sistemov TK. Iz profilov 
sproščanja AP smo zaključili, da je bila hitrost sproščanja AP pri sistemih, ki se nahajajo na 
začetku razredčitvene premice, večja. To smo pripisali porazdelitvi vode v interlamelarnem 
prostoru. Pri sistemih z lamelarno strukturo imamo namreč dve hidratacijski plasti vode, kar je 
bilo predhodno ovrednoteno z diferenčno dinamično kalorimetrijo (38). Prva hidratacijska plast 
predstavlja »nezmrzljivo« močno vezano vodo. Gre za interakcije med vodnimi molekulami in 
polarni glavami PAS. Drugo hidratacijsko plast pa predstavlja »zmrzljiva« voda, ki je šibko 
vezana in pri nizkih temperaturah kristalizira v prosto vodo. AP je amfifilna molekula, ki ima 
hidrofilen in lipofilen del, zaradi česar se delno porazdeli po interlamelarnem prostoru, delno 
pa se nahaja v področju polarnih glav PAS. Če v grobem ocenimo hitrost sproščanja AP, lahko 
rečemo, da se je AP hitreje sproščal v prvih štirih sistemih (TK 1 do TK 4), ki so imeli manjši 
delež vode in počasneje v drugih štirih sistemih (TK 5 do TK 8), ki so imeli večji delež vode 
(slika 18). Razlog temu je, da z naraščanjem deleža vode v sistemih TK narašča tudi delež 
proste vode v interlamelarnem prostoru, s tem pa se razdalje med lamelami večajo, kar vodi v 
počasnejše sproščanje AP (1, 38). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 46 
 
Preglednica X: Delež sproščenega askorbilpalmitata v posamezni časovni točki (v odstotkih) 
za osem sistemov tekočih kristalov 
Čas (h) TK 1 TK 2 TK 3 TK 4 TK 5 TK 6 TK 7 TK 8 
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
0,5 
2,8 ± 
0,8 
3,7 ± 
0,9 
3,7 ± 
0,1 
4,4 ± 
0,1 
3,3 ± 
1,3 
2,9 ± 
0,7 
2,0 ± 
0,2 
2,7 ± 
0,6 
1 
7,2 ± 
1,6 
7,4 ± 
1,3 
5,3 ± 
0,1 
7,7 ± 
0,2 
4,1 ± 
2,2 
4,8 ± 
0,8 
3,8 ± 
1,9 
4,5 ± 
1,8 
2 
10,4 ± 
1,4 
9,3 ± 
2,7 
7,0 ± 
0,1 
9,8 ± 
0,1 
4,5 ± 
0,4 
5,2 ± 
0,4 
4,5 ± 
0,9 
5,2 ± 
1,0 
4 
15,6 ± 
1,0 
12,6 ± 
1,8 
10,1 ± 
0,2 
11,9 ± 
0,2 
7,3 ± 
1,8 
7,6 ± 
1,6 
7,6 ± 
1,5 
7,5 ± 
0,5 
6 
16,8 ± 
3,1 
16,9 ± 
2,3 
12,0 ± 
0,1 
13,5 ± 
0,2 
10,3 ± 
0,1 
9,2 ± 
0,6 
10,6 ± 
0,6 
9,8 ± 
0,5 
8 
17,8 ± 
0,8 
18,0 ± 
2,1 
12,5 ± 
0,2 
15,5 ± 
0,2 
11,3 ± 
0,8 
11,7 ± 
3,6 
13,6 ± 
1,2 
11,1 ± 
1,9 
 
 
 
Slika 18: Primerjava profilov sproščanja za osem sistemov tekočih kristalov. 
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Iz rezultatov sproščanja lahko zaključimo, da se je v osmih urah iz vseh sistemov TK sprostilo 
do 20 % AP, kar pomeni, da bi sisteme TK lahko uporabljali kot dostavni sistem za podaljšano 
sproščanje, s čimer zagotovimo dolgotrajnejši učinek.  
5.3.3 Izračun faktorja razlike f1 in faktorja podobnosti f2 
Za vrednotenje podobnosti profilov sproščanja smo izračunali faktor razlike (f1) in faktor 
podobnosti (f2). Omenjena faktorja ovrednotita razliko med odstotkom sproščene učinkovine v 
časovni enoti testne formulacije in odstotkom sproščene učinkovine v časovni enoti referenčne 
formulacije (v našem primeru ni mišljeno kot testna in referenčna formulacija, ampak kot dva 
različna profila, ki ju med seboj primerjamo). Parameter f1 ima mejne vrednosti od 0 do 15, pri 
čemer pomeni, da sta profila sproščanja bolj podobna, kadar je f1 bližje 0. Parameter f2 ima 
mejne vrednosti od 50 do 100, pri čemer vrednost, ki je bližje 100, pomeni večjo podobnost 
med profiloma sproščanja.  
Glede na faktorje razlike f1, ki smo jih izračunali, lahko rečemo, da imajo primerljive profile 
sproščanja sistemi TK 1 in TK 2, TK 2 in TK 4, TK 5 in TK 6, TK 5 in TK 7, TK 5 in TK 8, 
TK 6 in TK 7, TK 6 in TK 8 ter TK 7 in TK 8, saj je faktor razlike manjši od 15 (preglednica 
XI). Najbolj primerljiva profila imata TK 6 in TK 8, ker imata najnižji faktor razlike f1. V 
grobem lahko rečemo, da večjo podobnost izkazujejo profili sproščanja AP iz sistemov TK5, 
TK 6, TK 7 in TK 8. 
Preglednica XI: Faktor razlike f1 (s sivo so označene vrednosti, ki so manjše od 15 in nakazujejo podobnost med dvema 
profiloma sproščanja) 
 TK 1 TK 2 TK 3 TK 4 TK 5 TK 6 TK 7 TK 8 
TK 1  8 36 18 55 52 50 54 
TK 2   29 12 50 48 47 50 
TK 3    21 22 20 23 22 
TK 4     43 41 39 43 
TK 5      9 11 6 
TK 6       14 5 
TK 7        13 
TK 8         
 
Glede na izračunane faktorje podobnosti f2 lahko zaključimo, da so najbolj podobni profili med 
sistemi TK 1 in TK 2, TK 5 in TK 6, TK 5 in TK 7, TK 5 in TK 8, TK 6 in TK 7, TK 6 in TK 
8 ter TK 7 in TK 8 (preglednica XII). Tudi s faktorjem podobnosti smo potrdili ugotovitve, do 
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katerih smo prišli z izračunom faktorja razlike, in sicer večjo podobnost izkazujejo profili 
sproščanja TK 5, TK 6, TK 7 in TK 8. 
Preglednica XII: Faktor podobnosti f2 (s sivo so označene vrednosti, ki so najbližje 100 in nakazujejo podobnost med 
dvema profiloma sproščanja) 
 TK 1 TK 2 TK 3 TK 4 TK 5 TK 6 TK 7 TK 8 
TK 1  89 69 80 62 62 64 62 
TK 2   73 85 65 65 67 65 
TK 3    81 84 84 84 85 
TK 4     70 71 71 70 
TK 5      96 91 98 
TK 6       91 98 
TK 7        91 
TK 8         
 
5.3.4 Kinetika sproščanja 
Pri vrednotenju kinetike sproščanja učinkovine si pomagamo z različnimi matematičnimi 
modeli, s pomočjo katerih dobimo profil sproščanja, v katerih je količina sproščene učinkovine 
predstavljena kot funkcija časa. Na ta način lahko predvidimo hitrost sproščanja učinkovine, 
zato so ti modeli v veliko pomoč pri farmacevtskem razvoju oz. pri bioekvivalenčnih študijah. 
Iz rezultatov, ki smo jih dobili s pomočjo različnih matematičnih modelov, lahko zaključimo, 
da kinetiko sproščanja AP iz lamelarnih TK najboljše opiše Higuchi-jev model, saj je bil R2 v 
večini primerov (TK 1, TK 2, TK 4, TK 5, TK 6 in TK 8) najvišji, in sicer med 0,9640 in 0,9939 
(preglednica XIII). Higuchi-jev model predpostavlja, da je kumulativna količina sproščene 
učinkovine sorazmerna s kvadratnim korenom časa. Sklepamo, da se je pri sistemih TK 1, TK 
2, TK 4, TK 5, TK 6 in TK 8 AP sproščal z difuzijo, ki je značilna za Higuchi-jev model. Izjema 
sta bila sistema TK 3 in TK 7. Pri sistemu TK 3 je kinetiko sproščanja najboljše opisal 
Korsmeyer-Peppas-ov model (R2 = 0,9933), pri katerem se mehanizem sproščanja določi na 
podlagi difuzijskega eksponenta n. V našem primeru je n znašal 2,2 (n > 1), kar pomeni, da gre 
za transportni mehanizem Super primer II (ang. Super case II transport), vendar pa lahko 
rečemo, da je kinetika primerljiva tudi s Higuchi-jevim modelom (R2 = 0,9884). Pri sistemu TK 
7 pa je kinetiko sproščanja najboljše opisal model 1. redu (R2 = 0,9854), pri katerem je 
sproščanje odvisno od koncentracije učinkovine, in sicer s časom koncentracija sproščene 
učinkovine naraste in posledično se hitrost sproščanja upočasnjuje.  
 49 
 
Kinetika sproščanja po Higuchi-jevem modelu je značilna za nekatere transdermalne sisteme, 
prav tako so naši rezultati sovpadali s predhodno študijo kinetike sproščanja, v kateri so potrdili 
sproščanje kofeina iz kubičnih in lamelarnih TK po Higuchi-jevem modelu (41). 
Preglednica XIII: Izračunani R2 za 0. in 1. red kinetike ter Higuchi-jev, Korsmeyer-Peppas-ov 
(K-P) in Hixon-Crowell-ov model (H-C) (za osem sistemov tekočih kristalov) (s sivo so označene 
najvišje vrednosti R
2
za posamezen sistem) 
 TK 1 TK 2 TK 3 TK 4 TK 5 TK 6 TK 7 TK 8 
0. red 0,8489 0,9064 0,8674 0,8248 0,9339 0,9209 0,9818 0,9237 
1. red 0,8635 0,9214 0,8794 0,8432 0,9411 0,9298 0,9854 0,9325 
Higuchi 0,9640 0,9890 0,9884 0,9714 0,9777 0,9840 0,9673 0,9939 
K-P 0,9171 0,9651 0,9933 0,9569 0,9430 0,9689 0,9819 0,9830 
H-C 0,8587 0,9165 0,8755 0,8372 0,9388 0,9269 0,9843 0,9296 
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6 SKLEP 
V sklopu magistrske naloge smo optimizirali HPLC metodo za analizo AP v vzorcih. 
Optimizirali smo kromatografske pogoje ter pripravo vzorcev TK, pri čemer smo z dodatkom 
askorbinske kisline kot stabilizatorja povečali stabilnost AP. Metodo smo ustrezno validirali. 
Dokazali smo, da ima delež vode v sistemih TK vpliv na stabilnost AP. Iz rezultatov smo 
sklepali, da so sistemi TK z manjšim deležem vode stabilnejši (TK 1-TK 5) napram sistemom 
z večjim deležem vode (TK 6-TK 8). Do 28. dneva je stabilnost AP z večanjem deleža vode 
padala, kar smo pojasnili z deležem vode v interlamelarnem prostoru in porazdelitvijo AP. Z 
večanjem deleža vode v sestavi se je večal tudi delež vode v interlamelarnem prostoru, kar je 
vodilo v večjo količino raztopljenega kisika, ki je odgovoren za razgradnjo AP, ki je delno 
lokaliziran v področju hidrofilnih glav, delno pa v interlamelarnem prostoru. Ugotovili smo 
tudi, da razlike v viskoznosti med sistemi vplivajo na stabilnost AP, in sicer stabilnost AP v TK 
1 in TK 2 je bila večja v primerjavi s SMES-om, ki v svoji sestavi ni imel vode in je bila 
posledično njegova viskoznost nižja. Prav tako je bil AP glede na TK 1 in TK 2 manj stabilen 
v V/O ME, ki imajo nižjo viskoznost glede na TK. Kinetika kemijskih reakcij razgradnje AP je 
bolje sledila 1. redu kot 0. redu, prav tako je razvidno iz konstant, da se z večanjem deleža vode 
v TK veča tudi konstanta reakcijske hitrosti, posledično pa stabilnost AP v TK pada. 
In vitro sproščanje AP smo v grobem razdelili na dva dela, in sicer sistemi TK 1-TK 4, ki so se 
nahajali na začetku razredčitvene premice, so imeli podobno sproščanje (z izjemo TK 3), prav 
tako drugi štirje sistemi (TK 5-TK 8) na koncu razredčitvene premice (z izjemo TK 7). 
Predvidevali smo, da je vgradnja AP v TK najverjetneje porušila lamelarno strukturo, saj vpliv 
vode na viskoznost ni bil tako neposreden kot pri TK brez AP, kjer se je z večanjem razmerja 
med deležem vode in PAS viskoznost povečevala. Kljub temu je bilo iz rezultatov razvidno, da 
imajo sistemi z nižjim deležem vode (TK 1-TK 4) nižjo viskoznost in večje sproščanje AP ter 
sistemi z višjim deležem vode (TK 5-TK 8) višjo viskoznost in manjše sproščanje AP. Razlog 
temu je, da večja viskoznost upočasni difundiranje AP in posledično se sprosti manj AP in 
obratno. Večjo hitrost sproščanja so imeli sistemi na začetku razredčitvene premice (TK 1-TK 
4), manjšo pa sistemi na koncu razredčitvene premice (TK 5-TK 8), kar smo pojasnili z deležem 
vode v interlamelarnem prostoru. Z naraščanjem deleža vode v sistemih TK narašča tudi delež 
proste vode v interlamelarnem prostoru, s tem pa se razdalje med lamelami večajo, kar vodi v 
počasnejše sproščanje AP. S faktorjem razlike in faktorjem podobnosti smo dokazali večjo 
podobnost med profili sproščanja AP pri TK 5, TK 6, TK 7 in TK 8. Dokazali smo, da se iz 
liotropnih TK AP sprošča po Higuchi-jevem modelu. 
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Glede na pridobljene rezultate smo zaključili, da sta stabilnost in sproščanje AP večja v sistemih 
TK z nižjim deležem vode. Prav tako smo dokazali, da lahko TK uporabljamo kot dostavne 
sisteme za podaljšano sproščanje, saj se je v osmih urah iz vseh sistemov TK sprostilo do 20 % 
AP, s čimer bi lahko dosegli dolgotrajnejši učinek. Glede na vse našteto in ugodno konsistenco 
lamelarnih TK smo zaključili, da le-ti predstavljajo ustrezen dermalni dostavni sistem za 
dermalno dostavo AP, kar bi lahko izkoriščali v primeru nege in zaščite (foto)starane kože. 
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